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博士論文概要 
 
二酸化炭素などの温室効果ガス増加に起因する気候変動は、世界的に深刻な
環境問題の一つである。そのため、バイオマス生産による炭素固定の可能性につ
いて注目が集まっており、特に、植物バイオマスより高い生産性を有する微細藻
類が注目されている。微細藻類は高等植物の祖先とされ、淡水域から海水域まで
多様な環境に生息するマイクロサイズの藻である。二酸化炭素を固定して光合
成を行う独立栄養性の種から、培地中の糖などを取り込み、呼吸によって生育す
る従属栄養性の種まで幅広く存在する。増殖にはリン（P）や窒素（N）といっ
た増殖に必要な元素のほか、鉄（Fe）やマンガン（Mn）や銅（Cu）といった微
量元素を要求する。 
気候変動への対応策に限らず、微細藻類は化粧品や食品、医薬品、燃料など
の潜在的な供給源としても期待されている。微細藻類による有用物質の生産に
は、培養→回収→目的産物の抽出という工程が存在する。各段階の収率を考慮す
ると、培養工程における微細藻バイオマスの生産性向上が課題である。微細藻バ
イオマスの生産性向上を目指す取組みとして、優良株の選抜や遺伝子改良など
の手法が挙げられるが、多くの手間と時間を必要とする上に、遺伝子的に改良さ
れた微細藻の屋外での培養は、厳しく制約される。一方、より簡便な手法として、
植物ホルモンやオリゴ糖類に代表される増殖促進剤を微細藻類の培地へ添加す
る手法がある。微細藻類の増殖促進効果は、グルコースなどの炭素源や尿素など
の窒素源を添加することによっても容易に達成される。しかしながら、これらは、
比較的高価なため、より費用対効果の高い増殖促進剤として未利用廃棄物の活
用が期待される。 
鉄鋼スラグは、鉄鋼生産の副生産物である。その化学組成として藻類の増殖
に必要な Feや P、Mg、Ca、Mnを含むため、藻場再生の肥料として利用が検討
されている。鉄鋼スラグの代表例である製鋼スラグ（SMS）の成長促進効果は、
大型藻類だけでなく、いくつかの海洋性微細藻類でも報告されている。しかしな
がら、淡水性微細藻類に対しては、クロレラを除いてこれまでに検討されていな
い。そこで本研究では、まず有用物質を生産する淡水性微細藻類として、スピル
リナとボトリオコッカスを対象として、SMS を添加して培養を行い、それらの
増殖と代謝に及ぼす効果を検討した。 
SMSによる微細藻類の増殖促進効果の作用機序は未だ解明されていないが、
“鉄仮説”（栄養塩類が豊富にも関わらず植物プランクトンが少ない海域に鉄を散
布するとバイオマス生産が回復するという現象）に基づく、光合成に必要な元素
である鉄の溶出に基づくとする説や、pH上昇に付随する培地中への溶存二酸化
炭素濃度の上昇によって光合成が促進されるとする説など、これまでにいくつ
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かの仮説が提唱されるに留まっている。 一方で、海水あるいは淡水中における
SMS からの様々な元素の溶出挙動は、溶解度図を用いて検証されてきた。溶解
度図は、異なる濃度および pHにおける安定な化学種に関する情報を提供するた
め、イオンの析出や固体からの溶出挙動を理解する上で有用である。SMS によ
る微細藻類の増殖促進効果を解明するためには、その溶出挙動を把握すること
が重要であり、溶解度図が有効なツールになると考えられる。そこで、微細藻培
養時の培地中への SMS の溶解度図を作成し、微細藻類の増殖および代謝とその
関連酵素の働きを SMS の溶出挙動と照合し、SMS の作用機序を解明することを
目的とした。 
 
本論文は、以下の内容で構成されている。 
第 1章において、研究背景と研究目的を示している。二酸化炭素濃度上昇に
起因する地球温暖化や化石燃料の枯渇および食糧問題を背景に、微細藻類が近
年注目を浴びるに至った理由を述べている。特に、本研究で対象とする、ボトリ
オコッカスとスピルリナの特徴について触れ、これらの微細藻類を増殖させ、そ
れぞれの有用な代謝物を増産させることの意義を述べている。先ず、微細藻類に
よる有用物質生産の実用化に向けた課題として、微細藻類培養の生産性向上を
挙げた。SMS による微細藻類の増殖促進効果に関する研究動向を概説し、SMS
に含まれる成分の何がどのように増殖促進に寄与しているのか未だ解明されて
いないことを示した。作用機序の解明には、微細藻類の増殖とスラグ成分の溶出
の両者を照合させる検討が必要である。そのための方法論として、溶解度図の適
用が効果的であると考えられた。溶解度図とは元素濃度と pHの関係を表した図
であり、元素濃度と水中の pH状態によってイオン状態や錯体、固体の形成を知
ることのできるツールである。そこで、微細藻スピルリナとボトリオコッカス培
養時の培地中の各元素成分の溶解度図を作成し、SMS による微細藻類の増殖お
よび代謝とその関連酵素の働きを SMS の溶出挙動と照合し、SMSの作用機序と
の関係を検討した。 
第 2 章では、炭化水素を生産する淡水性微細藻であるボトリオコッカス
（Botryococcus braunii NIES-2199）に対する SMS 添加の効果について検討を行
なった。まず、SMS はボトリオコッカスに対して濃度依存的に増殖促進効果を
示した。また、高炉スラグの添加によってもボトリオコッカスの増殖が促進した。
次に、脂質の蓄積を検討したところ、脂質も SMS の濃度依存的に増産されるこ
とが初めて確認された。さらに、クロロフィル a （Chl a）濃度も SMS 濃度依存
的に増加することが明らかとなり、クロロフィル a/b 比（Chl a/b）の増加が増殖
を促進させていることを示唆する結果が得られた。ただし、SMS の添加は、培
地の pH を上昇させるため、SMS 添加区の溶存二酸化炭素濃度が、対照区の 10
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倍に達することが推定された。そのため、SMS 由来の鉄による効果か、溶存二
酸化炭素濃度の上昇による光合成の促進か明らかでないため、鉄の溶出による
効果を第 3章で検証した。 
第 3 章では、SMS からの鉄の溶出の影響を検証するため、培地から鉄を欠
乏させた条件下でボトリオコッカスの培養を行なった。鉄欠乏条件において、
SMS から溶出した Fe が、Chl a の蓄積に顕著な効果を示すことが明らかになっ
た。また、SMS 添加によって、代謝物の組成が変化することから脂質生産のテ
ーラーメイド化につながると考えられた。 
第 4章では、これまでの SMS の影響に関する検討が淡水や海水といった pH
中性付近に限定されていたことから、アルカリ環境で生息するスピルリナ
（Arthrospira platensis M135）に対して検討を行なった。SMS は、スピルリナに
対しても濃度依存的な増殖促進効果を得た。また、SMS の添加により代謝物で
あるタンパク質の増産も可能であることが示唆された。ここで、SMS からの金
属溶出による酸化ストレスに対する生物応答として、抗酸化酵素スーパーオキ
シドジスムターゼ（SOD）の活性を測定した。その結果、SOD 活性の変化から
も、SMS から溶出した Feがスピルリナの増殖に対して影響を及ぼす因子である
と考えられる。 
第 5章では、スピルリナの同種異株である（Arthrospira platensis NIES-39）に
対する SMS の効果を検討した。その結果、A platensis M135 と同様に SMS によ
る増殖促進効果が見出された。培地成分の元素濃度変化を、ICP 発光分光分析法
による培地の元素濃度の測定結果と pH 測定結果とを組み合わせることにより
溶解度図を作成した。これにより、各培養日数における培地の各元素の態様と増
殖挙動との関連を理解することが可能となった。SMS から溶出する元素のうち、
特に Feが微細藻の増殖に影響を与えることが明らかとなった。実験区で最も高
い SMS 添加濃度 5g L-1において、最大の増殖促進が認められ、細胞を加えない
場合には 5g L-1で最も Feが溶出していたことから、培養開始時に溶解している
Fe を取り込むことにより、増殖促進効果を示したと考えられる。一方で、溶解
度図から、培地中の鉄イオンは水酸化物を形成し沈殿することが示唆された。
SMS からの Ca 溶出に起因する水酸化鉄の形成と考えられた。その裏付けとし
て、SMS 添加濃度 5g L-1の場合に、培養後期の抗酸化酵素活性スーパーオキシ
ドジスムターゼ（SOD）活性の有意な減少が認められた。スピルリナの SOD活
性は鉄濃度に依存的であるため、溶解度図の示唆する鉄イオンの減少を実験的
に支持しており、微細藻類の増殖挙動の理解に溶解度図を適用することの妥当
性を示す結果である。 
第 6章では、総括と結論を述べた。鉄鋼スラグの添加により、淡水性微細藻
類の増殖を促進する結果を得た。鉄鋼スラグの添加により、ボトリオコッカスに
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対しては脂質の生産を促進することができ、スピルリナに対してはタンパク質
の生産を促進することができた。鉄鋼スラグの添加による微細藻類の増殖挙動
の理解に、溶解度図の適用という手法が有用であることを示すことができた。溶
解度図の適用により、鉄鋼スラグによる増殖促進の傾向と溶解度図上のデータ
の軌跡を照合させることで、複数の元素の中から、増殖促進に効果を及ぼしたと
考えられる元素を特定することができた。 
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第 1章 序論 
1.1 微細藻類による二酸化炭素固定と有用物質生産 
二酸化炭素などの温室効果ガス増加に起因する地球温暖化は、世界的に深刻
な環境問題の一つである。第 21 回気候変動枠組み条約締約国会議(COP21)にお
いて、2015 年 12 月 12 日にパリ協定が採択された。同年に、日本政府は国全体
の温室効果ガス排出量を2030年度に26%削減するための草案を決定している 1)。
今後一層、国際規模で低炭素社会へ向けた取り組みが活発化することは避けら
れない状況である。そのため、バイオマス生産による炭素固定の可能性について
注目が集まっている。特に、植物バイオマスより高い生産性を有する微細藻類が
期待されている。 
一方、二酸化炭素排出に関わるエネルギー分野において、化石燃料の枯渇も世
界的な経済発展や人類の生存を脅かしかねない深刻な問題である。エネルギー
資源確認埋蔵量は、石炭であれば 100 年近くあるが、石油や天然ガスに至って
は 55 年ほどと見積もられている 2)。技術革新によってこれらの数字が変動する
こともあり得るが、枯渇してしまう前に対処する必要がある。他方では、さらに
世界の食糧問題もまた、この 21世紀における最も深刻な社会問題である。2015
年に世界人口は 70 億人を突破しており、2040 年には 90 億人に達する見込みで
ある 3)。また、農林水産省が 2025 年における世界の食糧需給見通しを公表して
いる 4)。バイオマス生産性の増加はテクノロジーによって支えられるとしている
が、これは温室効果ガス排出を前提とした取り組みとも言える。そこで、上記の
問題を包括的に対処する技術革新として、高濃度の脂質蓄積や豊富な代謝物蓄
積に注目が集まる微細藻類の応用が期待されている。 
藻類とは、光合成により酸素と糖類を生産する植物のうち、陸上植物（コケ植
物、シダ植物、種子植物）を除いた11の植物群（紅色植物、緑色植物、灰色植物、
クリプト植物、不等毛植物、ハプト植物、渦鞭毛植物、ユーグレナ植物、クロラ
ラクニオン植物、細菌の藍色植物、原核緑色植物）からなる。多くが単細胞で
100μm以下の微小なサイズである。図1.1.1に示した生物物質循環システムの中で
“生産者”と考えられており、そのCO2固定能力（すなわち光合成能）は陸上植物
の10倍と言われている5)。微細藻類の場合は、共生といった例外を除いて細胞単
体で生産活動するため、バイオマス当たりの目的生産物質の収量は植物よりも
多くなる。このことに着目したのが微細藻類を利用した有用物質生産の研究で
ある。微細藻類の種類や代謝産物の多様性については未解明な点もあり、さらな
る研究の進展が期待される領域である。 
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図 1.1.1. 生物物質循環 
 
本研究で実験に使用した微細藻類はボトリオコッカス（Botryococcus braunii）
とスピルリナ（Arthrospira platensis）である（図 1.1.2）。ボトリオコッカスはバ
イオ燃料生産で注目が集まっている緑藻の一種である。ただし、淡水性の緑藻で
あり、光合成微細藻類の中でも増殖速度が遅いことが欠点である。一方で、増殖
しながら脂質生産を行う藻類としても知られている。蓄積する脂質は炭素の組
成比の高い超長鎖炭化水素であり、全脂質含有量は 25-75%という報告がある 6)。
多くの微細藻類では脂質含有量は、窒素制限下や定常期で増加するが、ボトリオ
コッカスは対数増殖期において脂質生産が最大となる 7)。 
藍藻の一種であるスピルリナは最も知られた食用微細藻類の一種である。ス
ピルリナはタンパク質が豊富であり、高い温度や高塩濃度、pHの高いアルカリ
環境下などの過酷な条件でも生育することができる。そのためスピルリナは、こ
れらの特殊な培養条件によって他の微生物による汚染を回避することができ、
実用化が比較的容易である。尿素やアンモニアを加えて培養する研究も行われ
ており 8), 9)、有機排水が応用される背景にはこの高アルカリ耐性が起因している。
スピルリナは食用だけでなく、餌料としても商品化されており、スピルリナに含
まれるフィコシアニンは天然の青色色素として市場に流通している。屋外培養
が容易な株であるので、脂質生産の多い株の探索や効率の良いエタノール発酵
技術が開発されればバイオ燃料の原料としても利用可能であると考えられてい
る 10)。 
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図 1.1.2.（a）Botryococcus brauniiと（b）Arthrospira platensisの細胞形態 
 
1.2 微細藻類の大量培養 
微細藻類は化粧品や食品、医薬品、燃料などの潜在的な供給源としても期待さ
れている 11)-13)。図 1.2.1 に示すように、微細藻類による有用物質の生産には、培
養→回収→目的産物の抽出という工程が存在する。各段階の収率を考慮すると、
培養工程における微細藻バイオマスの生産性向上が最も重要な課題である。遺
伝子改良などによって特定代謝物の高濃度蓄積を目指した研究も行われている
が 14)、その効果もまた、培養の工程を経て確認される。一方で、遺伝子改良など
によらず、さらに安価で簡便な手法により、培養工程の生産性向上ができれば、
すでに商用段階の微細藻類培養にも適用可能となる有効な知見を提供するもの
と期待される。 
 
 
図 1.2.1. 微細藻類の有用物質生産の流れ 
 
10μm㻌
(a) 
100μm㻌
(b) 
  
4 
 
微細藻類培養の生産性向上のために、より良い株のスクリーニング 15)-18)や培
養条件の最適化など、様々な取り組みが近年検討されている 19), 20)。藍藻の一種
であるスピルリナの遺伝子改良の研究は、Spirulina (Arthrospira) platensis NIES-
39 株を用いて既に検討されている 21)。しかしながら、遺伝子的に改良された微
生物の応用展開は、用途によっては厳しく制限されることが考えられる。応用展
開に向けてはるかに簡単で許容範囲の広い方法として培養培地への増殖促進剤
を添加する方法がある。スピルリナの増殖促進はグルコースなどの炭素源を添
加することによって容易に達成される。Chen らは、グルコース（2 g L-1）や酢酸
（4 g L-1）の添加によって、対照区に対してそれぞれ 2.38、1.53倍の増殖促進効
果を報告している 22)。近年では植物ホルモン 23-25やオリゴ糖 26), 27)による微細藻
類の増殖促進や代謝物蓄積も報告された。これらの物質は植物や微生物に対し
て効果が知られており 28), 29)、微細藻類へ応用した代表例である。以上のような
アプローチはより高いバイオマス生産性が得られるにもかかわらず、高価な方
法である。より費用対効果の高い方法によってバイオマスを生産する方法とし
て、培地に焼酎粕 30)または有機排水 31), 32)や海水 33), 34)を適用する検討もなされ
ている。例えば Ak は、有機排水を用いることで培養コストを 80%削減できたこ
とを報告している 35)。海水は安価に手に入れられるうえに、硝酸塩などのマク
ロ栄養塩が利用されずに残存している海域が全海洋面積の約 25%存在すると言
われている 36), 37)。この海域は High Nutrient Low Chlorophyll (HNLC)海域と名付
けられ、この海域に鉄を散布すれば植物プランクトンによって炭酸固定が行わ
れるといった鉄仮説が提唱された 38), 39)。この仮説が正しいならば鉄または鉄を
含む化学物質を加えることが大量培養を達成する方法の一つであると考えられ
る。 
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1.3 鉄鋼スラグを用いた藻類の成長促進と環境改善 
微細藻類の増殖と高付加価値物質の蓄積の強化は、様々な増殖促進物質を添
加することで達成することができる40)-44)。例えば、鉄鋼スラグの添加効果が示唆
されてきた45)-48)。 
鉄鋼スラグは、鉄鋼生産の工程における副生産物であり、高炉スラグ(BFS)と
製鋼スラグ(SMS)に大別することができる（図1.3.1）。SMSは、転炉中で生成さ
れる転炉スラグと原料として鉄スクラップを用いた電気炉精錬プロセスで生成
する電気炉アークスラグの2種類がある。日本では、SMSは2014年に年間15.627
百万トンが生産され、土木資材や埋め立て処理材、コンクリート原料、さらには
地盤改良材のような幅広い用途に施用されている50), 51)。その一例として、SMS
は、その化学組成として藻類の増殖に必要なFeやP、Mg、Ca、Mnを含んでいる
ため、藻場再生の効果的な肥料であると報告されている52)-56)。 
 
 
図 1.3.1. 鉄鋼スラグの種類49) 
 
 
表 1.3.1に微細藻類に対する SMS の効果を検討した過去の研究の一覧を示
す。SMS の成長促進効果は、大型藻類だけでなく、特定の海洋性微細藻類で報
告されている 57)-59)。スラグの添加により、無機鉄塩よりも長期に渡って鉄溶
出効果が持続することが報告されている 60), 61)。しかしながら、付加価値の高い
生産物の商業生産のために必要な淡水性微細藻類に関する研究は海洋性微細藻
類のものより少ない。多くは海洋の藻類に対して検討されており、珪藻や円石
藻、緑藻で増殖促進されるという報告がなされた 57)。淡水の藻類に対しては、
唯一、クロレラを用いて検討されている 62)。 SMS による効果は、光合成に必
要な元素である鉄の溶出に基づく効果であること 63)や、pH上昇に付随する培
地中への二酸化炭素溶解の効果 62), 64)などの仮説が述べられているが、SMS の
増殖促進効果を説明するための統一された見解はない。  
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1.4 溶解度図の応用 
表 1.4.1 に SMS を海水や淡水に加えた時の溶出挙動の研究に関する報告の一
覧を示す。海水と淡水における SMS 中の様々な元素の溶出挙動は、溶解度図を
用いて実証されてきた 67)-73)。スラグからの溶出成分を特定することは、何が微
細藻類の増殖に効果を及ぼしているか明らかにするうえで非常に重要である。
しかしながら、微細藻類の増殖結果を理解するために SMS の溶解度図を応用し
た報告はない。今まで検討されなかったのは、微細藻類の研究は植物生理学を中
心に、細胞内の代謝や機構が研究される分野であり、溶解度図は熱力学計算に基
づく物理化学分野として異なる研究領域であるためと考えられる。溶解度図は、
異なる濃度および pH における安定な化学種に関する情報を提供し、イオンの析
表 1.3.1. 微細藻の培養に対する製鋼スラグの効果を報告した既往の研究 
Condition Strain 
Culture time 
(Days) 
Authors years 
Seawater Isochrysis galbana 14 Nakamura et al.57) 1998 
  Emiliania huxleyi 14 and 19 “ “ 
  Chlorella sp. 13 “ “ 
  Amphidinium carterae 13 “ “ 
  Synechococcus sp. 12 “ “ 
  Tetraselmis tetrathela 12 “ “ 
  Skeletonema costatum 12 “ “ 
  Chaetoceros gracile 11 “ “ 
  Thalassiosira angulata 11 “ “ 
  Thalassiosira allenii 10 “ “ 
  Dunaliella tertiolecta 10 “ “ 
  Rhodomonas lens 10 “ “ 
  Thalassiosira guillardii 7 Haraguchi et al.58) 2003 
 Skeletonema costatum 9 鈴木と山本 56) 2005 
 Alexandrium tamarense 9 “ “ 
  Thalassiosira oceanica 5 or 15 Sugie and Taniguchi59) 2011 
  
Thalassiosira 
nordenskioeldii 
“ “ “ 
 Skeletonema costatum 9 Yamamoto et al.63) 2016 
Fresh water Chlorella kessleri 3 Takahashi et al.62) 2012 
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出挙動や固体からの溶出を理解するのに有用である。微細藻類は増殖に伴い pH
が増加することが知られており、この pH増加が培地成分の化学種の安定性に影
響を与えると考えられる。細胞を培養しない場合にはこの影響が考慮されない
ため、増殖促進時の化学種形態を的確に把握できない可能性がある。特に、SMS
は種々の金属元素の混合物であるため、微細藻類の増殖促進の根底にあるメカ
ニズムを理解するために、各元素の SMS から培地への溶出挙動を明らかにする
必要がある。SMS から培地への溶出量は、例えば、誘導結合プラズマ発光分光
分析（ICP-AES)や原子吸光分析（AAS）を用いて検出、定量化することができる。 
これらを用いる利点は、添加物質の組成に限らず、培地中の成分を網羅的に把握
することができることにある。 
 
 
表 1.4.1. 製鋼スラグの溶出挙動に関する既往の研究 
Condition Authors years 
Seawater Miki et al.67) 2003 
 二塚ら 65) 2003 
 Futatsuka et al.68) 2004 
 Miki et al.69) 2004 
 Zhang et al.72) 2012 
 Yamamoto et al.63) 2016 
Fresh water 横山ら 70) 2009 
 Yokoyama et al. 66) 2010 
 Yokoyama et al.71) 2012 
 横山ら 73) 2013 
 
 
1.5 本研究の目的と意義 
SMS の添加に関する既往の研究においては、主として海洋性の微細藻類の増
殖に及ぼす影響に関する検討か、SMS の水中への溶出挙動のみを検討するに留
まっていた。そこで、本研究では、有用物質生産が期待される淡水性の微細藻類
に対して SMSを添加する場合の増殖促進効果とその作用機序を解明することを
目的とした。本研究により、淡水性の微細藻類に対する SMS の効果が明らかに
なること、溶解度図の適用によって、その作用機序が解明されることが期待され
る。その結果として得られる知見は、今回の研究対象以外の微細藻類による有用
物質生産や、スラグ様物質を添加する場合の挙動を予測する上で役立つと考え
られる。 
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第 2 章 ボトリオコッカスの増殖に対する製鋼スラグおよび高炉スラグ施用の
効果 
 
2.1 実験目的 
淡水性藻類に対する製鋼スラグ(SMS)および高炉スラグ(BFS)施用の効果につ
いての検討例は少なく、SMS についてはクロレラ(Chlorella)のみ検討されている
（Takahashi et al., 2012, 2016）ものの、BFS については未だ報告されていない。
そこで本章では、淡水性の光合成微細藻類（緑藻）の 1種であるボトリオコッカ
ス（Botryococcus）に対する SMS および BFS 施用の効果について検討した。こ
の検討により、クロレラ以外の淡水性微細藻類にも SMS による増殖促進効果が
得られることを期待した。さらに、SMS と BFS のスラグ組成の違いが増殖促進
に異なる効果を及ぼすか明らかにすることを目的とした。 
 
2.2 実験方法 
2.2.1 微細藻類株と培養条件 
本研究で用いたボトリオコッカス、Botryococcus braunii NIES-2199 は国立環境
研究所(Tsukuba, Japan)から分譲していただいた。ボトリオコッカスは300mLフラ
スコ中、200mLのBG-11培地を用いて培養した。BG-11培地組成は以下のとおり
である。濃度組成 (mg L−1): NaNO3 , 1500; K2HPO4, 40; MgSO4・7H2O, 75; CaCl2・
2H2O, 36; Citric acid, 6; Ferric ammonium citrate, 6; Na2EDTA-Mg, 1; Na2CO3, 20; 
H3BO3, 2.86; MnSO4・5H2O, 2.5; ZnSO4・7H2O, 0.22; CuSO4・5H2O, 0.08; Na2MoO4・
2H2O, 0.02。SMSは、上城義信氏(日出町役場農林水産課)、BFSは篠崎信也博士（元
九州工業大学教授）から提供していただいた。SMSの成分組成は蛍光X線分析装
置x-ray fluorescence spectrometry (XRF) (ZSX101e, RIGAKU, Japan)を用いて定量分
析した。表2.2.1と表2.2.2に、測定したSMSの元素組成結果とBFSの金属酸化物組
成結果をそれぞれ示す。 
 
 
表2.2.1.  製鋼スラグの元素構成 
Element Fe Ca Mn Si Mg Al S P 
mass % 
45.44 39.22 7.15 4.18 1.96 1.40 0.36 0.29 
±3.53 ±2.77 ±0.33 ±0.98 ±0.31 ±0.23 ±0.09 ±0.08 
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表 2.2.2. 高炉スラグの元素構成 
Element SiO2 Al2O3 Fe2O3 TiO2 MnO CaO 
mass % 
33.98 14.38 0.38 0.54 0.18 43.2 
±7.08 ±2.23 ±49.28 ±0 ±5.65 ±37.32 
Element MgO Na2O K2O P2O5 Cr2O3  
mass % 
5.9 0.19 0.27 0.01 0.03  
±3.38 ±0 ±0 ±0.59 ±0  
 
 
SMS と BFS はデジタルノギスで三方向の直径を測定し、蒸留水に浸漬して 1
分後の pH変化の結果から（図 S.1, 図 S.2）、直径 2mm 以下のスラグを実験に用
いた。各スラグは デジタルノギスで選別し、最終濃度がそれぞれ 0、0.05、0.5、
5 g L-1となるように調製した。滅菌処理として 121℃で 20 分間のオートクレー
ブ処理を行なった。ボトリオコッカスは白色蛍光灯による光強度 8500 lux の光
を 12h/12h の明暗周期で照射し、25-28°C で培養した。全てのフラスコは静置培
養され、一日に二度手で振盪させた。 培養期間として、SMS 試験区は 60日間、
BFS 試験区は 80日間培養した。 
 
2.2.2 細胞の増殖とバイオマス定量 
細胞増殖曲線は、分光光度計 UV-1200 UV-vis Spectrophotometer (Shimadzu, 
Japan)を用いて、680nm の細胞濁度測定により作成した。バイオマス重量は乾燥
重量測定により定量した。サンプル管と直径 25mm で保留粒子径 0.5μm のフィ
ルター(ADVANTEC, GC-50)は、予め乾燥後に秤量しておいた。このフィルター
をフィルターホルダー(スウィネクス)に装着して細胞懸濁液 5mL から細胞をろ
取した。ろ取後、フィルターを 105℃の乾燥機で 2時間乾燥させ、デシケーター
内で 1 時間放冷乾燥後、計量した。全重量からサンプル管とフィルター分の重
量をさし引いてバイオマス重量とした。 
色素濃度の定量は、細胞抽出液を用いて分光分析により行った。採取した微細
藻類懸濁液はフィルターホルダー(スウィネクス)に装着した直径 25mm で保留
粒子径 0.5μm のフィルター(ADVANTEC, GC-50)を用いてろ過した。ろ取した細
胞を氷冷した乳鉢上でフィルターごとすり潰し、蒸留水を加えて濃度を 80%に
したアセトンを加えて抽出した。この抽出懸濁液を、フィルターホルダー(スウ
ィネクス)に装着した直径 25mm で保留粒子径 0.5μm のフィルター(ADVANTEC, 
GC-50) を用いてろ過した。ろ取物を再度 80%アセトンで抽出し、全ての抽出物
を直径 33mm、孔径 0.45μm のナイロン質シリンジフィルターでろ過精製した。
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ろ液を 80%アセトンで 10mLにメスアップし、663、645、470nm の吸光度を測定
した。ブランクは 80%アセトンで行なった。色素濃度の算出は Lichtenthaler と
Wellburn (1983)の方法に従った 1)。溶媒中の各色素濃度を算出した式を以下に示
した。 
 
Chlorophyll a (μg mL−1) = 12.21 × Abs663nm − 2.81 × Abs645nm 
Chlorophyll b (μg mL−1) = 20.13 × Abs645nm − 5.03 × Abs663nm 
Carotenoids (μg mL−1) = (1000 × Abs470nm − 3.27 × [Chl a] − 104 × [Chl b])/227 
 
全脂質量は、ヘキサン抽出法により定量した2)。乾燥重量測定後のバイオマス
を含むフィルターを乳鉢と乳棒で細かくすりつぶし、蒸留水1mLを加えてメディ
ウム瓶へ移した。これを乳鉢に加えた蒸留水が透明になるまで続けた。メディウ
ム瓶にノルマルヘキサン40mLを加え、ホットスターラー上で65℃に加熱した湯
浴中でメディウム瓶を加熱し、撹拌子で撹拌した。一時間加熱後ヘキサン相を予
め重量を測定しておいたサンプル管に移し、ホットスターラー上で加熱してヘ
キサンを揮発させた。サンプル管をデシケーター中で冷却させ、5時間後に重量
を測定した。全脂質量はサンプル管重量分を差し引いて算出した。 
 
2.2.3 培地成分分析 
培地成分の変化は、培養 0、10、20、40、60日目の培地サンプルを採取し、フ
ィルター直径 25mm で保留粒子径 0.5μm のフィルター (ADVANTEC, GC-50)で
一次ろ過を行った。さらにこの一次ろ液から、直径 33mm、0.45μm の孔径のナ
イロン製シリンジフィルターで誘導結合プラズマ発光分光分析（ICP-AES）測定
用の二次ろ液を採取した。ICP-AES 測定は、マルチタイプ ICP-AES（ICPE-9800
シリーズ, 島津製作所）を用いて測定した。標準試薬に多元素混合標準液 W-I, W-
II, W-V(和光純薬工業)を用いて検量線を作成した。二次ろ液の pH の値は、pHメ
ーター（HORIBA製 LAQUAtwin）を用いて測定日ごとに校正を行った後、測定
した。 
 
2.2.4 溶解度図の計算 
溶解度図計算はMikiらの方法で行なった 3)。実験環境は 25℃で 1気圧と捉え、
マグネシウムとカルシウムと鉄の標準生成ギブスエネルギーはMikiらがリスト
アップした数値を用いた 3), 4)。溶解度積は中原らの示した値を参考にした 5)。溶
解度図における安定相の計算は以下の計算式を元に表計算ソフト Excel 上で行
った。 
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aA + bH2O = cB + dH
+・・・・・(1) 
 
ここで、a, b, c, d, eは化学量論係数であり、A, Bは水溶液中のイオンあるいは水
溶液と共存する固体種または液体種である。H2Oは水、H+は水素イオンである。
(1)式の平衡定数 K は次式で与えられる。 
log 𝐾 = −
∆𝐺°
2.303𝑅𝑇
・・・・・・(2) 
このとき、∆𝐺°は自由エネルギー変化(kJ/mol)、Rは気体定数(J/K/mol)、T は絶対
温度(K)である。平衡定数 K は 活量 aを用いると(3)式の関係が成り立つ。 
 
𝐾 =
(a𝐵)
𝑐∙(a
𝐻+
)𝑑
(a𝐴)𝑎∙(a𝐻2𝑂)
𝑏・・・・(3) 
log 𝐾 =  𝑐 log a𝐵 + 𝑑 log a𝐻+ − 𝑎 log a𝐴 − 𝑏 log a𝐻2𝑂 
 
ここで、活量 aは活量係数 γとモル濃度 C で式(4)のように表すことができる。 
 
a = γ ∙ C ・・・・(4) 
 
したがって、logK は以下の式(5)のように表すことができる。 
 
log 𝐾 =  𝑐 log𝛾𝐵 + 𝑐 log𝐶𝐵 +  𝑑 log a𝐻+ − 𝑎 log 𝛾𝐴 − 𝑎 log 𝐶𝐴 −  𝑏 log a𝐻2𝑂 
・・・・(5) 
 
また、水素イオンの活量は pHと以下の式(6)の関係性がある。 
 
pH =  − log a𝐻+ ・・・・(6) 
 
さらに、水の活量は 1と近似できるので、 
 
𝑐 log𝐶𝐵 − 𝑎 log 𝐶𝐴 = log 𝐾 +  𝑑pH −  𝑐 log𝛾𝐵  +  𝑎 log 𝛾𝐴・・・・・(7) 
 
と表せる。 
ここで、イオン状態の化学種における活量係数 γ は Futatsuka らがリストアップ
したデータを用いた 6)。 
ギブスの自由エネルギー変化⊿G○は、以下のように液体、固体もしくは水に溶
解したときの化学ポテンシャルを用いて表すことができる。 
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∆𝐺○ = 𝑐𝜇𝐵
○ + 𝑑𝜇𝐻+
○ − 𝑎𝜇𝐴
○ − 𝑏𝜇𝐻2𝑂
○ ・・・・・(8) 
 
求めたギブスの自由エネルギー変化を(2)式に代入して log K を求める。さらに
これを(7)式に代入する。イオン物質から固体物質が生成する反応では、固体の
活量 a は 1 であり、活量係数 γ も 1 であるため、固体の濃度項 log C は 0 であ
る。したがって、得られる最終的な式(9)は、pHに依存する培地中の無機物イオ
ン濃度の一次関数となる。 
 
𝑐 log𝐶𝐵 = log 𝐾 +  𝑑pH −  𝑐 log𝛾𝐵・・・・・(9) 
 
計算に用いた化学ポテンシャルおよび活量係数をそれぞれ表 2.2.4.1 と表 2.2.4.2
に示す。 
 
表 2.2.4.1. 化学ポテンシャルの値 
Chemical species State μ̊/J 
H+ aq 0 
HCO3- aq -587085 
CO32- aq -528129 
Ca2+ aq -553067 
Mg2+ aq -456036 
Fe2+ aq -84939 
CO2 g -394389 
H2O l -237141 
CaCO3 s -1128811 
Ca(OH)2 (CaO hyd.) s -898421 
MgCO3 s -1028124 
Mg(OH)2 (MgO hyd.) s -833652 
Fe(OH)2 s -491969 
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表 2.2.4.2. 活量係数 
Chemical species Activity coefficient 
CO2 0.000385 (atm) 
Mg2+ 0.36 
Ca2+ 0.28 
Fe2+ 0.23 
 
 
pH変化に依存しない平衡曲線は溶解度積から算出した。溶解度積とイオン濃度
には以下の関係性がある。 
 
𝑥𝑀𝑎+ + 𝑦𝑁𝑏− = 𝑀𝑥𝑁𝑦・・・・(10) 
𝐾𝑠𝑝 = [𝑀
𝑎+]𝑥[𝑁𝑏−]𝑦・・・・(11) 
 
ここで、化学種 MxNyの濃度を z mol/L とおけば、M と N の濃度はそれぞれ xz 
mol/L, yz mol/Lとなる。これを(11)式に加えて計算すると、 
 
𝐾𝑠𝑝 = (𝑥𝑧)
𝑥(𝑦𝑧)𝑦・・・・(12) 
 
となり、x と y は反応式における係数であるから z を関数とした一次式とおけ
る。溶解度積が与えられれば(12)式から求めたいモル濃度が明らかとなる。計算
に用いた溶解度積を表 2.2.4.3に示す。 
 
 
表 2.2.4.3. 溶解度積 
Species Solubility product 
Ca(OH)2 1.30×10-6 
CaCO3 3.60×10-9 
Mg(OH)2 1.10×10-11 
MgCO3・H2O 2.70×10-5 
Fe(OH)2 8.00×10-16 
 
  
  
20 
 
2.3 結果と考察 
2.3.1 製鋼スラグまたは高炉スラグによるボトリオコッカスの増殖促進 
図 2.3.1.1は(a) SMSまたは(b)BFSを添加したときの Botryococcus braunii NIES-
2199の増殖曲線である。SMS を施用した図 2.3.1.1 (a)の結果から、培養 20日目
までは SMS の添加効果は認められなかった。20日目以降、SMS 5 g L-1試験区で
対照区より細胞濁度が増加した。BFS を施用した図 2.3.1.1 (b)の結果においても、
培養 20 日目以降に BFS 5 g L-1試験区で増殖促進が確認された。SMS 施用の場
合と異なり、BFS 0.5 g L-1試験区においても増殖促進が確認され、BFS 5 g L-1と
ほぼ同等な促進効果が認められた。図 2.3.1.2 は、対照区の増殖を 100%としたと
きの各試験区の増殖率を示している。図 2.3.1.2 (a)の結果から、培養 60日目には
SMS 5 g L-1試験区で対照区の 1.73 倍の増殖促進率を得た。図 2.3.1.2 (b)より、
BFS 0.5 および 5 g L-1試験区でそれぞれ 2.25 と 2.32倍の増殖促進結果を得た。
図 2.3.1.3は Botryococcus 培養中の pH変化の図である。SMS および BFS 濃度依
存的に培地の pHが高くなることが明らかとなった。また興味深いことに、増殖
促進効果が得られ始めた 20日目に対照区の pHは、(a)、(b)いずれも極大値を示
していた。さらに BFS は SMS より長い培養期間中、高い pH を維持していた。
類似した結果として、Takahashi らは電気炉スラグを淡水中に施用して Chlorella 
kessleri を培養すると、電気炉スラグを加えない対照区より pH が上昇し細胞濃
度が増加したことを報告している 7)。 
 
 
図 2.3.1.1. ボトリオコッカスの増殖に対する（a）製鋼スラグまたは（b）高炉
スラグの添加の効果（●：対照区、Δ：0.05 g L-1、□：0.5 g L-1、○：5 g L-1） 
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図 2.3.1.2. スラグを添加しない対照区の増殖を 100%としたときの（a）製鋼ス
ラグまたは（b）高炉スラグの添加時の相対的増殖促進率（░：0.05 g L-1、■：0.5 
g L-1、□：5 g L-1） 
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図 2.3.1.3. ボトリオコッカス培養中の培地 pHに対する（a）製鋼スラグまたは
（b）高炉スラグの効果（●：対照区、Δ：0.05 g L-1、□：0.5 g L-1、○：5 g L-1） 
 
 
2.3.2 代謝物解析 
図 2.3.2.1 は、培養 60 日目における（a）SMS、または培養 80 日目における
（b）BFSが乾燥重量と色素濃度に及ぼす影響を示した結果である。図 2.3.2.1（a）
において、乾燥重量と各色素ともに SMS 濃度依存的に増加した。一方で、クロ
ロフィル a（Chl a）は、SMS 0.5 と 5 g L-1添加で顕著に増加した。図 2.3.2.1（b）
において、乾燥重量と各色素ともに BFS 濃度依存的に増加した。一方、BFS0.5
と 5 g L-1 では乾燥重量は同等な値を示した。杉江らは海洋性微細藻類の
Thalassiosira oceanicaと Thalassira oceanicaの 2種に対して SMSを添加したとこ
ろ、FeCl3 を加えたときと同等の Chl 蛍光を観測したことを報告している 8)。
Yamamoto らは SMS の添加によって、対照区の人工海水や鉄粉末もしくは硫酸
鉄を加えたときよりも Chl a濃度が増加したことを報告した 9)。したがって、ボ
トリオコッカスの Chl 蓄積に対し、SMS 由来の鉄が寄与したと考えられた。Chl 
a/b 比を算出したところ、スラグ濃度の上昇に伴って Chl a/b 比が増加していた
（図 S.3）。一方で、スラグ中の鉄濃度が、SMS よりも低い BFS においても Chl 
a濃度が高かった。したがって、鉄以外の Chl a 蓄積の要因も考えられた。 
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図 2.3.2.1. ボトリオコッカスの乾燥重量と色素含有量（■：クロロフィル a、░：
クロロフィル b、□：カロテノイド）に対する（a）製鋼スラグまたは（b）高炉
スラグの効果 
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図 2.3.2.2 は、培養 60 日目における（a）SMS、または培養 80 日目における
（b）BFS が脂質蓄積に及ぼす影響に関する結果である。図 2.3.2.2 (a)から、脂質
濃度は SMS 濃度依存的に増加した。脂質含有率は SMS 0.05 g L-1添加で最も増
加したが、顕著な差ではなかった。図 2.3.2.2 (b)から、脂質濃度は BFS 濃度依存
的に増加した。脂質含有率は BFS 0.05 g L-1添加で最も増加した。BFS 5 g L-1添
加試験区の乾燥重量は BFS 0.5 g L-1 添加試験区とほぼ同じであることから、増
殖ではなく、主に脂質蓄積へ代謝が調整されたと考えられる。 
 
図 2.3.2.2. ボトリオコッカスの（●）脂質生産量と（○）脂質含有量に対する（a）
製鋼スラグまたは（b）高炉スラグの効果 
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2.3.3 ボトリオコッカス培養中の培地成分挙動 
ボトリオコッカス培養に対する SMS添加実験時のBG-11培地における各元素
の溶解度図を図 2.3.3.1 に示す。SMS 濃度依存的に Ca 濃度が上昇した。このこ
とは、SMS から Caが溶出していたことを示している。SMS 5 g L-1試験区のみ、
炭酸カルシウムが生成する pHと濃度領域に達していた。Mg と Feに関しては、
イオン状態として存在する濃度と pH であり、SMS 添加による対照区との違い
は見られなかった。Mgや Fe に関する溶解度図結果から、SMS 添加によって溶
出した Mgや Fe と増殖に相関は無かったため、細胞を増やす因子ではないとい
うことを示している。 
図2.3.3.2は、BFS添加実験時のBG-11培地における各元素の溶解度図である。
BFS の濃度依存的に Ca濃度は上昇した。SMS と同様に Caが BFS から溶出した
と考えられる。さらに、BFS 0.5 と 5 g L-1試験区で、炭酸カルシウムが生成する
pH と Ca 濃度の領域に達していた。また、図からは炭酸カルシウム平衡曲線上
で pH 変化と Ca 濃度変化が観測され、これは強い緩衝作用が働いたためと考え
られ、BFS からの溶出と緩衝作用による沈殿が繰り返されたと考えられる。Mg 
と Fe に関しては、イオン状態として存在する濃度と pH であり、BFS 添加によ
る対照区との違いは見られなかった。Takahashi らは電気炉スラグを用いた研究
で、淡水に対して Ca や Mg が Fe や他の元素より溶出効率が高いことを報告し
ている 7)。Takahashi らはスラグ溶出によるクロレラの増殖率の関係と、カルシ
ウム濃度とクロレラの増殖率の関係に類似性があることを明らかにした 10)。さ
らに、Takahashi らは、クロレラを増殖促進させた二種類のスラグの処理によっ
て、溶存二酸化炭素が増加したことを報告している 10)。本研究において、二酸
化炭素に関わる溶解度図を作成したところ、増殖促進された試験区は対照区よ
りも溶存二酸化炭素が高いことが示唆された（図 S.4）。これらの結果は、Ca 溶
出に伴う pH 上昇が CO2の溶解を促進させたという Takahashi らの結果を支持し
ていた。したがって、SMS または BFS の添加によって、CaO の溶出に伴う pH
増加により、培地中の溶存二酸化炭素が増加して増殖促進や Chl a蓄積を促進さ
せたと考えられる。また、溶解度図によって、炭酸カルシウムの生成が増殖促進
させる要因の一つとも考えられる結果であった。 
培地中の無機成分は、BG-11培地に含まれる元素と SMS や BFS に含まれる元
素について、ICP によって測定した。Mn、Mo、Co、Cu、Fe、Zn、Na、K、Ca、
Mg、B、P、Cr、Cd、Al、Ni の経時変化は図 S.5～図 S.8 に示した。毒性が報告
されている重金属の Cu、Cr、Cdの濃度は約 0.02 mg L-1以下の濃度を示した。環
境省が定める環境規制値の許容限度は銅 3 mg L-1、六価クロム 0.5 mg L-1、カド
ミウム 0.03 mg L-1である 11)。したがって、スラグの施用は基準値以下であった。
本研究において、各スラグから重金属成分の溶出も確認された。しかしながら、
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BG-11 培地中には既にこれらの成分が微量に混入していた。試薬や、蒸留水の生
成で除去できなかった分が、水中に微量に含まれていたと考えられるが、ボトリ
オコッカス細胞へ影響を及ぼす濃度ではなかったと考えられる。 
Onalo らはクロム 0.018 mg L-1、カドミウム 0.081 mg L-1、銅 0.099 mg L-1、ヒ
素 21.99 mg L-1を含む排水をボトリオコッカスに対して適用した。ボトリオコッ
カスの比増殖速度は、ネガティブコントロールの蒸留水と比較すると、排水添加
量 25%と 100%ではほとんど変化がないことを報告している。さらに、培養後に
含まれる重金属濃度は、クロム約 0.001 mg L-1、カドミウム約 0.079 mg L-1以下、
銅 0.054mg L-1であり、培養後に減少したことを報告している 12)。本研究におい
ても、これらの元素は全ての実験区に含まれており、20 日目には検出限界以下
に減少したが、対照区よりも増殖が抑制されることはなかった。したがって、重
金属が増殖促進や増殖抑制に影響を及ぼさない濃度であったと考えられる。一
方、スラグ施用による環境への重金属流出が懸念されるが、ボトリオコッカスの
培養によって、重金属除去の知見も得られた。 
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図 2.3.3.1. ボトリオコッカスの培養に適用した（a）Ca、（b）Mg、（c）Fe の溶
解度図（●：対照区、Δ：0.05 g L-1 SMS、□：0.5 g L-1 SMS、○：5 g L-1 SMS） 
-6
-4
-2
0
6 7 8 9 10 11
lo
g(
C
M
g)
 (
m
ol
·L
-1
)
pH
[MgCO3] [Mg(OH)2]
(Mg2+)
(b)
-6
-4
-2
0
6 7 8 9 10 11
lo
g(
C
C
a)
 (
m
ol
·L
-1
)
pH
[CaCO3]
(Ca2+)
(a)
-8
-7
-6
-5
-4
6 7 8 9 10 11
lo
g(
C
Fe
) 
(m
ol
·L
-1
)
pH
(Fe2+)
[Fe(OH)2]
(c)
  
28 
 
 
図 2.3.3.2. ボトリオコッカスの培養に適用した（a）Ca、（b）Mg、（c）Fe の溶
解度図（●：対照区、Δ：0.05 g L-1 BFS、□：0.5 g L-1 BFS、○：5 g L-1 BFS） 
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2.4 結論 
鉄鋼スラグの添加が、ボトリオコッカスの増殖促進に有効であることを確認
した。鉄鋼スラグの内、SMS は 5 g L-1、BFS は、0.5と 5 g L-1の添加濃度で増
殖が促進された。また、鉄鋼スラグの添加による有用物質生産への影響はなく、
増殖に伴い代謝物が生産されることを確認した。鉄鋼スラグ添加により、Chl a/b
比が上昇したことが光合成の促進につながったと考えられる。一方で、溶解度図
を作成することにより、鉄鋼スラグから溶出する Caに起因する炭酸カルシウム
の生成もしくは炭酸カルシウムが生成する pHが、ボトリオコッカスの増殖に関
係すると示唆された。さらに、pHが上昇したことにより、培地中の溶存二酸化
炭素が増加した可能性も考えられる。pHに依存した抗酸化酵素活性や炭酸固定
活性の測定による光合成能への影響を検討することでボトリオコッカスに対す
る増殖促進機序がより明確になると考えられる。 
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第 3 章 窒素または鉄欠乏環境下でのボトリオコッカス増殖への製鋼スラグの
効果 
 
3.1実験目的 
第 2章において、ボトリオコッカスに対する SMS や BFS の増殖促進効果を確
認した。しかし、増殖に必要な窒素源が欠乏した環境中で、SMS 存在下で増殖
促進効果が発現するか不明である。さらに、初期鉄欠乏環境中において SMS か
らの鉄供給によって増殖に効果を及ぼすかということも興味深い。そこで、窒素
源または鉄およびその両方を欠いた培地を調製し、ボトリオコッカスの増殖に
対する SMS 添加の影響を検討した。 
 
3.2実験方法 
3.2.1微細藻類株と培養条件 
本章で用いたボトリオコッカス、Botryococcus braunii NIES-2199 は国立環境研
究所(Tsukuba, Japan)から譲渡していただいた。ボトリオコッカスは 300mL フラ
スコ中、100mL の BG-11 培地を用いて培養した。BG-11 培地組成は以下とおり
である。濃度組成(mg L−1): NaNO3 , 1500; K2HPO4, 40; MgSO4・7H2O, 75; CaCl2・
2H2O, 36; Citric acid, 6; Ferric ammonium citrate (FAC), 6; Na2EDTA-Mg, 1; Na2CO3, 
20; H3BO3, 2.86; MnSO4・5H2O, 2.5; ZnSO4・7H2O, 0.22; CuSO4・5H2O, 0.08; 
Na2MoO4・2H2O, 0.02。基本培地を BG-11 培地とし、硝酸ナトリウム（NaNO3）
を加えない培地（-Nitrate）、およびクエン酸鉄アンモニウム（FAC）を加えない
培地（-FAC）、またはいずれも加えない培地（-Both）の 3種類を調製した。直径
2mm 以下の SMS をデジタルノギスで選別し、 0.5, 5, 50 g L−1となるよう培地に
加えた。ボトリオコッカスは 4 ヶ月間 BG-11 培地で前培養した後、実験用に植
継いで、以下の条件で培養した；照度 6,500-7,000 lux の白色蛍光灯の光を 12h/12h
の明暗周期で照射し、25°C で培養した。全てのフラスコは静置培養で行い、一
日に二度手で振盪させた。 
 
3.2.2細胞の増殖とバイオマス、色素、および脂質の定量 
細胞増殖曲線は、分光光度計 UV-1200 UV-vis Spectrophotometer (Shimadzu, 
Japan)を用いて、750nm の細胞濁度測定により作成した。細胞の乾燥重量は、2.2.2
の方法に従って行なった。色素、および脂質の定量は、2.2.2 の方法に従って行
った。代謝物の組成に対して SMSの効果を評価するために熱重量分析（TG/DTA）
を行った。TG/DTA は、乾燥細胞約 3mgをアルミパンに入れ、Seiko Instruments 
Inc. EXTER 7200 TG system を用いて、窒素ガス流（100mL/min）下で、昇温速度
10 K/min、室温～550℃の温度範囲で測定した。熱分解データは EXTER 6000 data 
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platform に定期的な間隔（0.6 秒に 1 回）で収集記録した。フーリエ変換赤外分
光法（FT-IR）の測定は、サーモフィッシャーサイエンティフィック（株）製 Nicolet 
iZ10 を使用し、KBr ディスク法による透過測定を行った。バイオマスは細胞懸
濁液を凍結乾燥して得た。多成分検索はサーモフィッシャーサイエンティフィ
ック（株）製 OMNIC Specta 2.0.を用いた。 
培地サンプルの採取は 5 日おきに行い、pH と SMS から溶出した金属成分を
分析した。分析操作は 3.2.3の方法に従って行った。 
 
3.2.3細胞の形態観察 
透過光による顕微鏡観察は倍率 40 倍の対物レンズを備え付けた Motic BA210
（島津製作所）を使用し、画像の取り込みと撮影にMotic Image plus 2.2s（島津
製作所）を使用した。Nile red染色による脂質の蛍光観察は フィルターキューブ
L4 (excitation filter: 450-490nm, suppression filter edge wavelength: 515-560nm)を備
え付けた Leitz DMRBE fluorescent microscope (Leica, Hawthorn East, Australia) で、
倍率 40倍の対物レンズで観察を行なった。画像の取り込みには AS ONE HDCE-
10C digital camera を使用し、撮影に ScopeImage 9.0 を使用した。Nile red 染色液
は Nile red試薬 3mgにジメチルスルホキシド（DMSO）を 10ml 加えて調製した。
細胞懸濁液 398μLにNile red染色液を 2μL加えて、15分間静置した後観察した。
観察は部屋を暗くし、短時間で行なった。 
 
3.3 結果と考察 
3.3.1 栄養制限のない条件下でのボトリオコッカスに対する増殖促進の効果 
栄養制限培養時の SMS の効果を検討する前に、改めて、栄養制限のない条件
下でのボトリオコッカスに対する SMS 添加の増殖促進効果を確認した。第 2章
で既に述べたように、淡水性微細藻類 B. braunii に対する SMS の増殖促進効果
は明らかであった。一方、第 2 章では BFS において 0.5 g L-1が至適濃度である
と考えられたが、SMS については 5 g L-1が至適濃度であったか不明であった。
そこで、5 g L-1に加え、50 g L-1の検討を行なった。 
図 3.3.1.1は、異なる SMS添加量に対する B. brauniiの増殖曲線を示している。
増殖促進効果は SMS濃度依存的に得られた。特に、SMS 5または 50 g L-1添加
時に、培養後半に顕著な効果が得られた。最大の増殖促進効果は、SMS 5 g L-1添
加によって 60日目に対照区よりも 1.39倍の結果が得られた。SMS 50 g L-1添加
試験区において、培養初期のマイナスの値は、SMS からの成分溶出による濁度
の影響が強く表れたためと考えられる。 
Botryococcus 培養中の pH 変化を図 3.3.1.2 に示す。SMS 添加により、pH は対
照区より常に高く、それは濃度に依存した。SMS 50 g L-1 添加による初期 pHの
  
33 
 
上昇は、SMS から溶出した酸化カルシウムが水と反応してアルカリ性の水酸化
カルシウムに変化したためと考えられる。本実験とは別に、水酸化ナトリウムで
初期 pHを調節した実験を実施した。しかしながら、初期 pH制御は増殖に顕著
な効果をもたらさなかった（図 S.9）。初期 pH調節による培養中の pHの変化は
図 3.3.1.2 のような SMS 濃度依存性を示さなかった。pH 調節をしたにもかかわ
らず、培養 0日目の pHは未処理とほぼ同じであったことから、培地成分と反応
していたことが示唆された（図 S.10）。顕微鏡画像によっても、細胞周囲に生成
された物質が観察された（図 S.11）。0日目のみ pH10.5調整区で細胞外にゲル状
の成分が生成されていた。その後の経過観察では確認されなかった。一方、増殖
に影響は見られなかった。このことから、本研究における酸化カルシウム溶出に
よる 0 日目の pH 増加は pH10.5 に達していないため、増殖に必要な培地成分へ
影響を及ぼさないと考えられた。 
 
 
 
図 3.3.1.1. ボトリオコッカスの増殖に対する製鋼スラグの効果（●：対照区、Δ：
0.5 g L-1 SMS、□：5 g L-1SMS、○：50 g L-1 SMS）  
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図 3.3.1.2. 培地 pH に対する製鋼スラグの影響（●：対照区、Δ：0.5 g L-1 SMS、
□：5 g L-1 SMS、○：50 g L-1 SMS） 
 
 
3.3.2 顕微鏡を用いたボトリオコッカスの細胞形態の観察 
図 3.3.2.1 はボトリオコッカスの細胞形態を示している。図の結果から 0 日目
と 20日目に、0.5と 5 g L-1の SMS 添加では細胞形態に大きな影響はないと考え
られる。しかしながら、50 g L-1の SMS 添加によって細胞へ影響を及ぼしている
と考えられる。細胞はクロロフィルを持つため緑色に観察されたが、黒色の粒や
細かな粒子が細胞の周囲や細胞外マトリクスと考えられる場所で形成していた。
この結果から、図 3.3.1.1 の 5 g L-1添加区における 20 日目までの細胞濁度の低
下は、Blankの分散した濁度の値と比較して、細胞がスラグ粒子を吸着したこと
に起因する透過度の増加が原因であったと考えられた。40 日目では、いずれの
試験区も一つのコロニー当りの細胞密度が高いと考えられる。60 日目に細胞コ
ロニーの密度は低かったが、細胞外マトリクスの顕著な形成が確認された。SMS 
5 g L-1試験区において見られるように、20 日目以降に細胞密度の高いコロニー
を形成していた。これは、図 3.3.1.1 の増殖促進結果を反映しており、コロニー
当りの増殖も、5 g L-1が至適濃度であったと考えられる。 
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図 3.3.2.1. ボトリオコッカスの細胞形態に対する製鋼スラグの影響 
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3.3.3 栄養制限下のボトリオコッカス増殖に対する製鋼スラグの効果 
栄養塩欠乏条件下の B. braunii の増殖曲線を図 3.3.3.1～図 3.3.3.4 に示す。SMS
を加えた場合、硝酸ナトリウムのみ（-Nitrate）、クエン酸鉄アンモニウムのみ(-
FAC)、硝酸ナトリウムおよびクエン酸鉄アンモニウム双方を加えない場合（-
Both）であってもボトリオコッカスの増殖は促進された。SMS による顕著な増
殖促進効果は 20日目以降の培養期間で得られた。この結果から、窒素源または
鉄の栄養塩欠乏条件下でも、SMS の増殖促進効果は明確に認められた。特にク
エン酸鉄アンモニウムを加えない場合(-FAC)において、60 日目に、SMS 添加に
より SMS を加えない-FAC 培地と比較して、1.34 倍の増殖促進が得られ、SMS
を加えない BG-11 培地と比較して 1.49 倍増殖した。Sugie らは、増殖速度が定
常状態に達した際、スラグの添加または鉄を加えたときの一時的な増殖速度の
増加の類似性を報告している 1)。本研究では、鉄を含む-Nitrate培地では SMS を
加えても最大細胞濁度が増加していないのに対し、-Both 培地では SMS 添加区
の方が高かった。これは、SMS から鉄が溶出したことに起因する増殖であった
と考えられる。 
Botryococcus を培養している最中の pH 変化を図 3.3.3.5～図 3.3.3.9 に示す。 
pH の上昇は SMS を加えた場合に大きく、より増殖が速かった試験区で対照区
よりも pH は高く維持された。一方、増殖が飽和した SMS 添加区では培地対照
と同等の pHまで低下した。従って、SMS 添加時の pH変化は Botryococcus の増
殖と相関があることが明らかとなった。 
 
 
図 3.3.3.1. BG-11培地で培養したときのボトリオコッカスの増殖曲線（●：対照
区、○：5 g L-1 SMS） 
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図 3.3.3.2. 硝酸ナトリウム欠乏下（-Nitrate）におけるボトリオコッカスの増殖
曲線（▲：対照区、Δ：5 g L-1 SMS） 
 
 
図 3.3.3.3. クエン酸鉄アンモニウム欠乏下（-FAC）におけるボトリオコッカス
の増殖曲線（■：対照区、□：5 g L-1 SMS） 
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図 3.3.3.4. 硝酸ナトリウムおよびクエン酸鉄アンモニウム欠乏下（-Both）にお
けるボトリオコッカスの増殖曲線（♦：対照区、◊：5 g L-1 SMS） 
 
 
 
図 3.3.3.5. BG-11培地でボトリオコッカスを培養したときの pH変化（●：対照
区、○：5 g L-1 SMS） 
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図 3.3.3.6. 硝酸ナトリウム欠乏下（-Nitrate）でボトリオコッカスを培養したと
きの pH変化（▲：対照区、Δ：5 g L-1 SMS） 
 
 
図 3.3.3.7. クエン酸鉄アンモニウム欠乏下（-FAC）でボトリオコッカスを培養
したときの pH変化（■：対照区、□：5 g L-1 SMS） 
  
6
6.5
7
7.5
8
8.5
9
9.5
0 10 20 30 40 50 60 70
pH
Culture time (Days)
6
6.5
7
7.5
8
8.5
9
9.5
10
10.5
11
0 10 20 30 40 50 60 70
pH
Culture time (Days)
  
40 
 
 
図 3.3.3.8. 硝酸ナトリウムおよびクエン酸鉄アンモニウム欠乏下（-Both）でボ
トリオコッカスを培養したときの pH変化（♦：対照区、◊：5 g L-1 SMS） 
 
3.3.4 蛍光顕微鏡を用いたボトリオコッカスの細胞形態の観察 
Nile red 染色によって、ボトリオコッカスが蓄積した脂質の可視化を試みた。
図 3.3.4.1は、60日目のボトリオコッカスの蛍光顕微鏡観察画像である。SMS を
加えても加えなくても、細胞内外で脂質の蓄積を確認した。BG-11 培地、または
-FAC 培地を用いてボトリオコッカスを培養すると、Nile red染色により、細胞内
だけでなく細胞外マトリクスにおいても蛍光を発していた。一方、硝酸ナトリウ
ム欠乏培地、または硝酸ナトリウムとクエン酸鉄アンモニウムの欠乏培地でボ
トリオコッカスを培養すると、SMS から溶出したと考えられる微粒子が観察さ
れた。顕著な細胞外マトリクスは観察されなかったが、細胞内だけでなく、細胞
外に油滴が観察された。さらに、細胞が存在しない微粒子周囲は発光していなか
ったため、微粒子に脂質は吸着されていないと考えられる。 
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図 3.3.4.1. ナイルレッドで染色された培養 60 日目のボトリオコッカスの蛍光
顕微鏡画像 
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3.3.5栄養制限下のボトリオコッカスの代謝物に対する製鋼スラグの影響 
Botryococcus の代謝物として、脂質の蓄積量とクロロフィルの含有量の変化を
調べた。結果を図 3.3.5.1 (a)および(b)に示す。Botryococcus の脂質含有量は BG-
11 培地に SMS を添加して培養すると、BG-11 培地区に対して約 1.32 倍に脂質
含有量が増加した。一方、窒素源欠乏下で SMS を添加すると影響を受け、約 1/4
まで減少した。クロロフィル蓄積は栄養制限下でほぼ完全に抑制された。しかし、
クエン酸鉄アンモニウム欠乏下で SMS を添加すると、BG-11 培地に SMS を添
加した場合と同程度にクロロフィル a が回復した。Haraguchi らは粒径 5-20μm
の SMS を海水培地に施用して植物プランクトンを培養した場合に、クロロフィ
ル蛍光強度が増加したことを報告している 2)。Nakamura らは、珪藻類の
Thalassiosira allenii に対して 20%のスラグを施用することによって、人工海水や
自然の海水よりも高いクロロフィル蛍光値とクロロフィル濃度の増加を報告し
ている。一方、人工海水や自然の海水に栄養塩を加えて、栄養豊富な状態で培養
すると、多くの種でスラグ添加区のクロロフィル蛍光よりも高かった 3)。したが
って、本研究の結果では、クエン酸鉄アンモニウム欠乏下で SMSの添加により、
クロロフィル a が回復したことは、SMS から溶出した鉄に起因していたと考え
られる。また、代謝物組成は図 3.3.6.2 に示される DTA 解析結果から SMS によ
って影響を受けたことが示唆された。 
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図 3.3.5.1. 各栄養素制限条件下で培養したボトリコッカスの（a）脂質と（b）
クロロフィル aの含有量（■：対照区、□：5 g L-1 SMS） 
 
 
図 3.3.5.2. 各栄養素制限条件下で培養したボトリコッカスの代謝産物のDTA曲
線（（a）製鋼スラグ無添加区、（b）製鋼スラグ 5g L-1添加区、（▬：対照区、▬：
硝酸ナトリウム欠乏, ▪▪▪▪：クエン酸鉄アンモニウム欠乏, ▪ ▪ ▪: –Both （硝酸ナト
リウムおよびクエン酸鉄アンモニウム欠乏））
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3.3.6 ボトリオコッカス培養時の製鋼スラグからの元素の溶出 
培養 60 日目の Botryococcus 細胞の存在下または不在下での培地中の成分を、
ICP を用いて測定した結果を図 3.3.6.1 に示す。結果から明らかなように、SMS
から CaとMgの溶出が確認された。CaとMgの濃度は Botryococcus の培養によ
って減少した。これは、微細藻類の増殖に伴う pH上昇に起因した難溶性の炭酸
塩や水酸化物の生成が原因であると考えられる。また、SMS からは Feの溶出も
確認された。細胞を加えない場合には、クエン酸鉄アンモニウム欠乏下において
も BG-11 培地と同等の濃度が検出された。SMS の一種である電気炉(EAF)スラ
グ中のWustiteと Brownmillerite からは、表面浸食によりMg、Al、Si 及び Caが
水中に溶出することが報告されている 4)。Wustite [(Fe,Mg,Mn)O/MgO–FeO]や
Brownmillerite [Ca2(Al,Fe)2O5·(4CaO·Al2O3·Fe2O3)]の化学種から、鉄が溶出してい
ると考えられる。SMSを加えた BG-11培地試験区の P 濃度は栄養が制限された
条件よりも高かった。P 濃度の減少は脂質含有量に影響を与えると考えられる。
これは図 3.3.6.1 (a)に示す対照区で得られる高い脂質含有量の結果をもたらした
と考えられる。Ruangsomboon は、Botryococcus braunii KMITL 2 に対して、リン
濃度が細胞の増殖と脂質生産に影響を及ぼすことを報告している。また、硫酸鉄
を濃度依存的に加えると、鉄濃度が 27 mg L-1のときに最も高い脂質含有率を報
告した。さらに硫酸鉄を加えると増殖は抑制されないが、脂質含有率が減少する
ことを報告した 5)。Yeesang（2011）はボトリオコッカスの 4 株に対して三価の
鉄を加えると濃度依存的に脂質含有率が増加することを報告した 6)。本研究で
は、BG-11培地区に SMS を加えると、培地中の鉄濃度が増加していた。このこ
とから、BG-11培地に SMS を加えた試験区では、SMS に由来する鉄濃度増加に
よって脂質濃度が増加したと考えられる。 
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図 3.3.6.1. 培養 60 日目における培地中の元素濃度（a）Ca、（b）Mg、（c）Fe、
（d）P（■：培養対照区、□：製鋼スラグ添加＋無細胞区、░：製鋼スラグ添加培
養区） 
 
3.3.7 フーリエ変換赤外分光法による代謝物の分析 
図 3.3.5.2に示した DTAの結果は、ボトリオコッカスが代謝する糖、脂質、タ
ンパク質といった組成物の変化を示していた。そこで、FT-IR 解析により、代謝
成分の変化について検討した。図 3.3.7.1は、ボトリオコッカス乾燥粉末の FT-IR
測定結果を示している。前項において、SMS の添加により、ボトリオコッカス
の代謝物組成が変化することが示唆された。特に、BG-11 試験区と-Nitrate 試験
区では、FT-IR スペクトルピークに変化は見られず、成分の増加が確認できた。
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一方、-FAC 試験区と-Both 試験区では 800 cm-1と 1450 cm-1の前後でのみスペク
トルピークの増加を確認した。しかしながら、測定サンプルはバイオマスである
ため、糖、タンパク質、および脂質を含み、さらにスラグからの溶出成分も含む
と考えられ、解析には困難を要する。そこで、次の節において FT-IR のソフトウ
ェアを用いて、多成分検索による代謝物推定を行なった。 
 
図 3.3.7.1. 各栄養素制限条件下で培養したときのボトリコッカス代謝産物の
FT-IR スペクトル（▬：製鋼スラグ無添加、▪▪▪▪：製鋼スラグ添加） 
 
3.3.8 製鋼スラグ無添加時の代謝物の多成分検索 
表 3.3.8.1は、SMS を加えず各培地で培養した場合のボトリオコッカスの代謝
物の多成分検索結果を示している。類推結果から、炭化水素や脂質、糖質や糖脂
質、およびタンパク質がボトリオコッカス乾燥サンプルに含まれることが明ら
かとなった。酢酸ビニル共重合体の類推結果はボトリオコッカスが生産するア
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ルカジエンやアルジナンなどの炭化水素構造に由来する結果と考えられる。 
 
表 3.3.8.1. FT-IR 解析から推定されたボトリオコッカスの生産物 
Culture Order of main peak  Chemical Fit rate (%) 
BG-11 
1st Ethylene Vinyl Acetate 
88.36 
2nd Poly (phthalamide) 
3rd Maltotriose Hydrate, 95% 
4th N,N-Dimethylformamide 
-
Nitrate 
1st 11-Mercapto-Undecanol,97% 
90.29 
2nd Poly(Ethylene:Propylene:Diene) 
3rd Sorbitan Sesquioleate 
4th Hydroxypropyl-β-Cyclodextrin, MS=0.8 
-FAC 
1st Ethylene Vinyl Acetate 
90.09 
2nd Sorbitan trioleate; Span 85 
3rd Collagenase Type VII High Purity 
4th Hydroxypropyl-β-Cyclodextrin, MS=0.6 
-Both 
1st Ethylene Vinyl Acetate 
89.48 
2nd Sorbitan trioleate; Span 85 
3rd Poly(Ethylene:Propylene:Diene) 
4th Hydroxypropyl-β-Cyclodextrin, MS=0.8 
  
 
 
図 3.3.8.1. アルカジエンの化学構造 (C24H49) 
 
 
 
図 3.3.8.2. アルジナン-Aの化学構造 
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3.3.9 製鋼スラグ添加時の代謝物の多成分検索 
表 3.3.9.1 は SMS を加えて各培地で培養した場合のボトリオコッカスの代謝
物の多成分検索結果を示している。類推結果は、SMS を加えてもボトリオコッ
カスはアルカジエンやアルジナンを生産したことを示していた。また、BG-11試
験区において、グリオキサール（Glyoxal）が類推結果に挙がった。グリオキサー
ルはグルコースの酸化や脂質の過酸化によって生成する。これは高分子化合物
と架橋反応を引き起こす物質であることも知られている。BG-11 試験区ではま
た、ひまし油（Castor Oil, dehydrated）が類推結果に挙がった。彼谷はボトリオコ
ッカスが生産する不飽和脂肪酸の種類をまとめている 7)。ひまし油の主要成分は
リシノール酸であるため、SMS の添加は脂肪酸代謝成分に影響を及ぼしたと考
えられる。-Nitrate試験区では、Sorbitan trioleate; Span 85 が類推結果に挙がり、-
Both 試験区では Sorbitan Sesquioleate が類推結果に挙がった。いずれもオレイン
酸が代謝されたことを示している。 
BG-11 培地や -FAC 試験区では、コラーゲンやポリアリールアミド
（Polyarylamide）がそれぞれ存在する類推結果が得られた。これらの培地は硝酸
ナトリウムを含んでいるので、窒素源は十分存在する。したがって、細胞内でタ
ンパク質が生産された結果を示していると考えられる。 
このように、複雑なバイオマス解析において、FT-IR の多成分検索機能を用い
ることで、大まかに代謝成分を把握することができ、培地の成分により代謝物が
変化することが明らかとなった。したがって、培地や SMS による影響を捉える
ことができた。 
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表 3.3.9.1. FT-IR 解析から推定された製鋼スラグを添加して培養したときの
ボトリオコッカスの生産物 
Culture Order of main peak  Chemical Fit rate (%) 
BG-11 
1st Ethylene Vinyl Acetate 
83.67 
2nd Collagenase Type VII High Purity 
3rd Castor Oil, dehydrated 
4th Glyoxal, 40 wt.% Solution in water 
-Nitrate 
1st Ethylene Vinyl Acetate 
85.68 
2nd Sorbitan trioleate; Span 85 
3rd Poly(Ethylene:Propylene:Diene) 
4th Hydroxypropyl-β-Cyclodextrin, MS=0.8 
-FAC 
1st Ethylene Vinyl Acetate 
82.72 
2nd Calcium Carbonate, 99.995+% 
3rd Polyarylamide 
4th Hydroxyethyl-β-Cyclodextrin, MS=1.6 
-Both 
1st Polyethylene white layer (TiO2) 
81.56 
2nd Calcium Carbonate, 99.995+% 
3rd Sorbitan Sesquioleate 
4th Hydroxyethyl-β-Cyclodextrin, MS=0.6 
 
 
3.4 結論 
本章において、第 2章で未検討の 50 g L-1SMS の添加を検討した。その結果 5 
g L-1 が至適 SMS 添加濃度であることが明らかとなった。次に栄養塩欠乏時の
SMS の添加効果について検討したところ、全ての SMS 添加区で添加しない培養
区より速く増殖した。FAC を欠乏させて SMS を加えて培養すると最も高い増殖
を示したが、脂質含有量は基本培地で培養したほうが高かった。クロロフィル a 
(色素)の濃度は SMS を加えなければ全ての培養区で低い値を示したが、SMS を
加えることで基本培地および FAC を欠いた培養区で色素濃度が回復した。色素
濃度は光合成効率に影響を与え、増殖促進に寄与したことは明確であった。FT-
IR や DTA の結果から、SMS 添加が代謝物組成に影響を与えていたことが明ら
かとなった。栄養塩欠乏培養では、SMS を加えない場合に欠乏条件に応じて代
謝物は大きく異なっていたが、SMS 添加によって、代謝物組成および化学構造
がおおよそ類似した組成分布になることが示された。SMS からの溶出成分とし
て Ca，Mg、Fe の元素が確認された。SMS の添加によっても栄養塩の欠乏によ
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り、P の濃度は減少した。脂質濃度はこれに起因して減少したと考えられる。
Botryococcus はバイオ燃料生産に特化した藻類株であることから、今後は SMS
添加によって得られる脂質が有用な組成であるか検討する必要がある。 
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第 4章 スピルリナの増殖に対する製鋼スラグ施用の効果 
 
4.1 実験目的 
既往の研究では、製鋼スラグ(SMS) を施用する場合に、pH10.5 以上の環境に
おける成分の溶出に関する検討事例は報告されていない。また、アルカリ環境で
生育するスピルリナに対する SMS施用の効果に関する先行研究もない。そこで、
藍藻の一種であるスピルリナに対する製鋼スラグ(SMS)の効果について検討し
た。まず、スピルリナに対する SMS の作用濃度について検討した。次に、SMS
の有効性を評価するため、代謝物への影響を検討した。さらに、SMS に対する
スピルリナの環境適応性について、遺伝的類似性を指標として検討した。 
 
4.2 実験材料と方法 
4.2.1 微細藻類株と培養条件 
実験対象に用いたシアノバクテリアであるスピルリナ、Arthrospira platensis 
strain M135はAlgal Biotechnology Department, Institute of Biotechnology, Vietnam 
Academy of Science and Technology (Hanoi, Vietnam)から提供していただいた。供
試株は、250 mLフラスコ中で100 mLのSOT培地を用いて培養した。SOT培地組
成は以下の通りである。単位(mg L−1)： NaHCO3, 16,800; K2HPO4, 500; NaNO3, 500; 
K2SO4, 1,000; NaCl, 1,000; MgSO4·7H2O, 200; CaCl2·2H2O, 40; FeSO4·7H2O, 10; 
Na2EDTA·2H2O, 80; H3BO3, 2.86; MnSO4·5H2O, 2.5; ZnSO4·7H2O, 0.22; CuSO4·5H2O, 
0.08; Na2MoO4·2H2O, 0.02. 培養条件は、白色蛍光灯の光照度 1,500 Lux；明暗周
期12h/12h；温度28℃；静置培養で一日に二度、手で振とうさせて行なった。 
 
4.2.2 細胞の増殖と代謝物定量 
細胞増殖曲線は、分光光度計U-1100 Spectrophotometer (HITACHI Ltd, Japan)を
用いて、556nmの細胞濁度測定により作成した。代謝物は、60日間の培養期間中、
対照区とSMS添加量50、100、500、1,000、10,000 mg L-1の試験区について分析し
た。 
全脂質含有量はソックスレー装置を用いて、クロロホルム－メタノール混合
溶媒(1:2)によって抽出定量した。方法は、Bligh and Dyerの方法に従った1)。細胞
内炭水化物の測定は、まず凍結乾燥した細胞100mgを分取し、 2.5 M HCl水溶液 
(20 mL)を加え、30分間沸騰水中で加水分解させた。その後、溶液のpHが 7 とな
るようにNaOH水溶液(5 M) で調整し、さらに蒸留水を加えて50 mLにメスアッ
プした。これを5000 ( × g)で5分間遠心分離し、得られた上澄み液を、DNS法を用
いて炭水化物の量を定量した2)。 
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4.2.3 スーパーオキシドジスムターゼ活性測定 
スピルリナ培養懸濁液を採取し、4℃で12,000 rpm、5分間遠心分離を行い、沈
殿物を蒸留水で二度洗浄した。スピルリナからの抽出物の分取は、沈殿物湿重量
0.1–0.5 gの均質処理によって行った。4℃の蒸留水1.2mLでガラスビーズ破砕処理
を行いながら顕微鏡で確認し、細胞が完全に破砕されるまで処理した。得られた
細胞破砕サンプルは、4℃、12,000 rpmで10分間遠心分離を行い、スーパーオキシ
ドジスムターゼ（SOD）活性測定を行うまで−20℃で保存した。SOD活性測定は、
McCord とFridovichの方法に従った3)。 
 
4.2.4 遺伝子解析 
増殖したA. platensis M135のDNA解析は、対照区とSMS試験区で比較検討した。
それぞれのサンプルは、培養期間30、45、60日で分離し、解析を行った。それぞ
れのサンプルのDNAは、ZR Plant/Seed DNA MiniPrep Kitを用いて、増幅断片多型
DNAポリメラーゼ連鎖反応(RAPD-PCR)を行った。PCR反応後、生成物はアガロ
ースゲル電気泳動で解析した4), 5)。 
 
4.3 結果と考察 
4.3.1 製鋼スラグによるスピルリナの増殖促進 
図 4.3.1.1は、A. platensis M135 を異なる濃度の SMS の添加時に培養したとき
の増殖曲線を示している。SMS を添加した全ての試験区で増殖が促進される結
果を得た。図 4.3.1.2 は各培養日数における対照区の増殖量を 100%としたとき、
SMS を添加して培養した試験区の増殖率を示している。 試験区における増殖促
進は培養 5 日後から確認され、最も高い増殖促進率は、培養 20 日後 10,000 mg 
L−1の SMS 添加で対照区の 1.62 倍に達した。培養 60 日目には、500 mg L−1 の
SMS 添加で対照区の 1.27倍の増殖促進率が得られた。本実験における増殖促進
挙動は、A. platensis に対する EDTA と 2 価および 3 価の鉄イオンに起因した増
殖と酷似していた 6)。SMS の一種である電気炉（EAF）スラグ中の Wustite と
Brownmilleriteからは、表面浸食によりMg、Al、Si 及び Caが水中に溶出するこ
とが報告されている 7)。Wustite [(Fe,Mg,Mn)O/MgO–FeO]や Brownmillerite 
[Ca2(Al,Fe)2O5·(4CaO·Al2O3·Fe2O3)]の組成を考慮すると、A. platensis M135 が利用
可能な Fe を溶出していると考えられる。さらに、Zhang らの溶解度図に基づく
と 8)、SMS から溶出した鉄の推定形は Fe(OH)4−であると考えられる。鉄成分の
溶出量は溶出速度に依存しており、この速度が培養中の増殖促進率に反映して
いると考えられる。その一方で、増殖促進率は必ずしも SMS 濃度に比例してい
なかった。Zhangらは、鉄/海水比の増加によって Feの溶解量が減少することを
報告しており、これは鉄成分の溶出量が必ずしも SMS 濃度に依存しないことを
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示唆している 8。 
 
図4.3.1.1. 製鋼スラグを用いて培養したときのA. platensis M135株の増殖曲線
（●：対照区、■：50 mg L−1、：100 mg L−1、：500 mg L−1、：1,000 mg L−1、
：10,000 mg L−1）  
 
図 4.3.1.2. 対照区の増殖を 100%としたときのスラグ添加時の相対的増殖促進
率（■：対照区、░：50 mg L-1 SMS、■：100 mg L-1 SMS、□：500 mg L-1 SMS、■：
1,000 mg L-1 SMS、■：10,000 mg L-1 SMS） 
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4.3.2 代謝物解析 
図4.3.2.1は60日目におけるA. platensis M135の乾燥バイオマス中の炭水化物と
脂質の含有量を示している。対照区と比較して、試験区のA. platensis M135の脂
質含有量はSMSの添加により減少したが、炭水化物含有量はSMSの添加量に関
係なくほとんど一定であった。本研究における脂質含有量は、SMSで培養した場
合でも既往の報告値と同等であった9)。本研究では、最も増殖促進した500 mg L-
1のSMS試験区で、脂質含有率の減少はほぼ収束しており、1,000と10,000 mg L-1
で変化が見られなかった。脂質の蓄積は増殖促進と相反関係にあるため、SMS濃
度依存的な増殖促進を支持する結果であったと考えられる。 
 
 
図4.3.2.1. A. platensis M135株の培養60日目の（a）炭水化物と（b）脂質の含有
量  
 
図 4.3.2.2 は、培養 1、30、45、60 日目における A. platensis M135 のタンパク
質含有量を示している。図から明らかなように、1,000 mg L-1の SMS 添加濃度ま
ではタンパク質含有量は 45日目までの培養期間中、SMS の濃度に応じて増加し
たが、60日目に対照区より減少した。10,000mg L-1の SMS 添加区では 30日目ま
で増加し、45 日目に減少していた。タンパク質含有量の緩やかな増加は、SMS
からの鉄の徐放に起因すると考えられる。同様な結果として、フィコシアニンを
含む色素タンパク質複合体の含有量が培養初期で増加するが、2価と 3価の鉄イ
オンとキレート剤 EDTA の添加によって減少することが報告されている 6)。強
力なキレート剤である EDTA は、SMS から溶出する鉄成分と錯体を形成し、鉄
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成分の成長促進効果を減少させることが見出されている 10)。しかしながら、本
研究の SMS 添加系には EDTAのようなキレート剤は加えていない。そこで、増
殖促進による影響とも考えられた。 
タンパク質含有量の変化に対する別の考察として、SMS 添加に伴う pH 増加
が挙げられる。A. platensis のアミノ酸含有量は pH 9で最大値を示すが、pHが 9
から変化することによって減少することが報告されている 11)。培地中の pH は
SMS から溶出する Ca と Mg によって影響を受ける。Mg の緩衝作用は pH が増
加しないように作用する。SMS からの鉄溶出はタンパク質を増加させるよう働
く一方で、Ca 溶出によって対照区よりも高い pH 上昇を引き起こし、タンパク
質含有量に影響を及ぼしたと考えられる。さらに別の考察として、より速い増殖
によって、窒素源が枯渇すると考えられる。Boussibaらは窒素源欠乏によるプロ
テアーゼ活性の上昇を報告している 12)。これにより、タンパク質の生産が限界
に達したか、プロテアーゼ活性が上昇することでタンパク質が分解したと考え
られる。45日目には、500 mg L-1の SMS 添加区で最もタンパク質含有量が高か
ったが、60日目には対照区が最も高くなった（図 S.12）。Boussibaらの報告 12)に
基づけば、本研究における 500 mg L-1の SMS 添加区は最も増殖促進した試験区
であったので、タンパク質の濃度変化は増殖促進を支持していたと考えられる。 
 
図4.3.2.2. A. platensis M135株のタンパク質蓄積に対する製鋼スラグの効果（■：
1日目、░：30日目、■：45日目、□：60日目） 
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4.3.3 スーパーオキシドジスムターゼ活性測定 
図 4.3.3.1 は、培養 1、30、45、60 日目の SOD 活性の測定結果を示している。
培養 1 日目における SMS 添加区の SOD 活性は対照区よりも低かったが、30 日
目には対照区より高くなった。培養 30 日以降、時間経過に伴って SOD 活性は
減少したが、対照区では一義的に増加傾向を示した。既往の研究で、鉄成分が
Heterosigma akashio と Chattonella marina の増殖を促進させた一方、過酸化水素
生産が減少したとする報告がある 13), 14)。SOD 活性値の減少はスーパーオキシド
を過酸化水素に変換する頻度の減少を示している。本実験において、増殖促進さ
れた SMS 添加区における SOD 活性値の減少は過酸化水素の減少を意味してい
るため、鉄による増殖促進であったと考えられる。 
SOD 活性値と SMS 添加による微細藻類の増殖との関係を考えた場合、A. 
platensis M135 を含む種々の微細藻類が放出する有機鉄キレート剤が培地中の鉄
の吸収を助けていると考えられる。Benderliev は、Scenedesmus からの有機キレ
ート剤放出の研究の中で、微細藻類の細胞表面にて無機鉄と二価鉄腐植物質複
合体が接触することにより、スーパーオキシドラジカルやヒドロキシルラジカ
ルのような強力な酸化剤の発生につながる可能性があると示唆している 15)。こ
のような酸化剤は細胞からのキレート剤放出を抑制する。一方で、細胞表面への
Fe (III)の接触が引き金となり、細胞からのキレート剤放出を促進させる。したが
って、A. platensis M135 の細胞表面が SMS から溶出した鉄成分と接触すること
で、A. platensis M135細胞からの鉄キレーターの放出を誘発し、鉄取り込みによ
る結果、増殖につながったのではないかと考えられる。 
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図4.3.3.1. A. platensis M135株のスーパーオキシドジスムターゼ（SOD）活性（■：
1日目、░：30日目、■：45日目、□：60日目） 
 
 
4.3.4 増幅断片多型 DNAポリメラーゼ連鎖反応解析 
図 4.3.4.1は、SMS 添加量：0、50、100、500、1,000、10,000 mg L-1で培養した
A. platensis M135 株 6サンプルの培養 30、45、60日目における DNA 解析結果に
基づく系統樹を示している。異なる SMS 濃度で処理したサンプルの多型の程度
は、培養 30、45、60 日目でそれぞれ 7、28、33%と時間依存的に増加した。SMS
添加量が 0-1,000 mg L-1の範囲で培養したサンプルと 10,000mg L-1で培養したサ
ンプルとは、基本的に異なる結果が得られた。SMS 添加量 10,000 mg L-1で培養
したサンプルの遺伝的類似性係数は、培養日数とともに 0.923から 0.788 (または
0.824)、そして 0.444 にまで減少した。SMS 添加量 0-1,000 mg L-1の範囲で培養
60 日目の DNA は、対照区の DNA とほぼ同じであった。損傷した DNA の回復
は 60日目に 1,000 mg L-1 SMS 試験区で得られた。この結果は、低濃度の SMS 添
加に対する A. platensis M135 の環境適応性を示唆している。 
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図 4.3.4.1. 各製鋼スラグ添加区による A. platensis M135 株培養期間中の遺伝的
類似性の変化（対照区、50 mg L-1 SMS、100 mg L-1 SMS、500 mg L-1 SMS、1,000 
mg L-1 SMS、10,000 mg L-1 SMS）（A：30日目、B：45日目、C：60 日目） 
 
4.4 結論 
スピルリナに対して、SMS0.5 g L-1の添加により、培養 60日目に 1.27倍の増
殖促進効果を得た。各代謝物の濃度は、それぞれ増殖促進効果を支持する結果を
得た。SMS 添加による SOD活性値の結果より、SMS から溶出した鉄が、スピル
リナの増殖に影響を及ぼす因子であることが示唆された。SMS 添加による DNA
の損傷は、最も増殖促進した SMS 500 mg L-1まで観察されなかったが、それ以
上では、遺伝的類似性係数の低下が確認された。他方で、遺伝的類似性は、1,000 
mg L-1試験区において培養 60日目には対照区と同等に回復しており、供試株の
環境適応性を示唆するものと考えられる。 
A 
B 
C 
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第 5章 スピルリナの増殖促進メカニズムを理解するための溶解度図の適用 
 
5.1 実験目的 
第 4章の結果から、スピルリナの培養時に 0.5 g L-1の SMS 添加で最も増殖効
果があることが明らかとなった。しかし、SMS 成分の何が増殖に寄与したかは
不明であった。本章では、スピルリナの増殖メカニズムに関与する SMS 中の増
殖因子を明らかにすることを目的として、溶解度図の適用を検討した。 
 
5.2 実験材料と方法 
5.2.1 微細藻類株と培養条件 
実験に使用したスピルリナは国立環境研究所から譲渡していただいた
Arthrospira platensis (Nordstedt) Gomont NIES-39株を用いた。培養は 300mLフラ
スコを用いて、200mLの SOT培地中で行った。インキュベーター庫内は、空気
通気のみ、温度は 25℃、白色蛍光灯を用いて照度を 12,000Lux(ケニスデジタル
照度計 TM-201 で測定)とし、明暗サイクル 12h:12h の条件下で静置培養を行な
い、1日おきにフラスコを振盪させた。SOT培地 1L当りの組成は、第 4章の実
験方法に記載したものと同様である。 
 
5.2.2 細胞の増殖と代謝物定量 
細胞増殖は 2.2.2 の方法に従って行った。色素濃度の測定は、まず微細藻類懸
濁液を採取し、直径 25mm で保留粒子径 0.5μm のフィルター(ADVANTEC, GC-
50)をフィルターホルダー（スウィネクス）にセットしたシステムを用いてろ過
した。次に、ろ取した細胞を氷冷した乳鉢上でフィルターごとすり潰し、0.01M
リン酸カリウム緩衝液(pH = 7.8) 6-8mL を加えて分散させた。再度、同様のフ
ィルターでろ過を行った後、濾液を 0.01M リン酸カリウム緩衝液(pH = 7.8)で
10mLにメスアップした。得られた液は、光路長 1cm の石英セル（AS ONE）に
移して分光光度計(島津製 UV-vis 1200)を用いて 615nm における吸光度を測定し
た。溶液中の色素（フィコシアニン）濃度の算出は下式に示した Boussiba と
Richmond の方法 1)に従った。ブランクは 0.01M リン酸カリウムバッファーで行
った。 
 
Phycocyanin (μg mL−1) =
𝐴𝑏𝑠615𝑛𝑚
7.3
 
 
クロロフィル a 濃度の測定は、二度目のろ過処理でろ取されたサンプルに蒸
留水で 80%に調整したアセトンを加えてすりつぶし、孔径 0.45μmナイロン質シ
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リンジフィルターでろ過したろ液を 80%アセトンで 10mL にメスアップし、光
路長 1cm の石英セルに移して 663nm の吸光度を測定する方法で行った。ブラン
クは 80%アセトンで行なった。クロロフィル a 濃度の算出は下式の Mackinney
の方法 2)に従った。 
 
Chlorophyll a (μg mL−1) =
𝐴𝑏𝑠663𝑛𝑚
82.04
 
 
微細藻類懸濁液を採取し、直径 25mm で保留粒子径 0.5μm のフィルター
(ADVANTEC, GC-50)をフィルターホルダー（スウィネクス）にセットしたシス
テムを用いてろ過した。ろ取した細胞を氷冷した乳鉢上でフィルターごとすり
潰し、1M NaCl によって粗タンパク質を抽出した。粗タンパク質抽出液は測定前
まで 4℃で保存した。タンパク質含有量は Lowry 法に従って定量した 3)。まず、
A 試薬(0.1M NaOH に溶解させた 2% Na2CO3溶液)と B 試薬(1%酒石酸ナトリウ
ムカリウムに溶解させた 0.5% CuSO4溶液)から C 試薬(濃度比 A:B=49:1 wt/wt)を
調製した。粗タンパク質抽出液は 12,000 rpm で 5 分間遠心分離を行い、上澄み
をバイアル管に移して 90%アセトン水溶液を 40 mL加えて混合し、4℃で保管し
た。その後、保存していたバイアル管から混合液を 1.5 mL容量のエッペンドル
フチューブに 1 mL 移し、12,000 rpm で 10 分間遠心分離を行なった後、上澄み
液を除去した。この操作を混合液が無くなるまで繰り返した。得られた沈殿物は
クリーンベンチ内で風乾させた。乾燥後、0.01M NaCl 水溶液を 200 μL加え、ボ
ルテックスミキサーを用いてタンパク質を NaCl 水溶液に分散させ、10,000 rpm
で 20分間遠心分離を行った。上澄みから 30 μLをサンプル管に移し、C 試薬を
300 μL 加えた。撹拌後 10 分間静置し、Folin 試薬を 15 μL 加え、さらに撹拌後
30分間静置した。最後に 1655 μLの蒸留水を加えて光路長 1 cm の石英セルに移
し、分光光度計で 750 nm の吸光度を測定した。検量線は標準タンパク質として
アルブミンを用いて作成した。作成した検量線から得られた吸光度と溶媒中の
タンパク質濃度における吸光度の関係式は以下の通りである。 
 
Protein content (μg mL−1) = 50.522 × exp (22.533 × Abs750𝑛𝑚) 
 
5.2.3 培地成分分析 
培地成分の分析は、スピルリナの培養 0、7、13、21、28日目のサンプルを採
取して行った。分析操作は 2.2.3の方法に従って行った。 
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5.2.4 溶解度図の計算 
溶解度図の計算は、2.2.4の方法に従って行った。 
 
5.2.5 スーパーオキシドジスムターゼ活性測定 
SMS から溶出した金属に対する微細藻類の応答を定量化するため、スーパー
オキシドジスムターゼ(SOD)活性を測定した。バイオマスサンプルは直径 25mm
で保留粒子径 0.5μm のフィルター(ADVANTEC, GC-50)をフィルターホルダー
（スウィネクス）にセットしたシステムでろ過し、ろ取した細胞を蒸留水で洗浄
した。ろ取サンプルを氷冷した乳鉢上ですりつぶし、10 mM リン酸カリウムバ
ッファー(pH = 7.8)で抽出し、抽出液を 4℃の冷蔵庫中で保存した。残りの操作は
4.2.4に記載した方法に従って行った。 
 
5.2.6 解析方法 
スピルリナ細胞培養における全ての SMS 添加試験区を 3つずつ用意し、各添
加試験区のデータから平均値と標準偏差を算出した。データは Kruskal-Wallis 検
定によって分散分析を行なった(有意確率 P<0.05)。 
 
5.3 結果と考察 
5.3.1 製鋼スラグによるスピルリナの増殖促進 
図 5.3.1.1 (a)は A. platensis の増殖結果を示している。A. platensis の増殖は、5 g 
L-1の SMS 添加によって、培養期間の後半に著しく増加した。最大の増殖量は培
養 21日目で観測され、1.12倍の最大増殖促進が得られた。21日目以降、減少傾
向を示したが、28 日目でも対照区より高い増殖を示していた。ここで得られた
対照区の増殖量は、報告された SMS 未添加の最大乾燥重量 4-7)よりも高かった。
そのため、本研究における対照区は良好な増殖であったと考えられるが、5 g L-
1の SMS 添加によって、さらに高い増殖量が認められた。これは、SMS による
増殖促進効果を強く支持する結果である。ただし、分散分析によると、有意差が
ないという検定結果となった。 
図 5.3.1.1 (b) は培養期間中の pH変化を示している。pHは 21日目まで培養経
過に伴って上昇した。最大の増殖が得られた 21日目には、試験区および対照区
ともに pH が 11.5～12 に達し、その後、SMS 添加 0.5および 5 g L-1の試験区で
はわずかに減少し、pH 11.5以下になる傾向を示した。pHの上昇は、スピルリナ
の増殖と相関関係にあり、15日目の SMS 濃度依存的な pH増加は、増殖促進と
の関係性を支持している。SMS から CaOが溶出すると水和反応によって水酸化
物イオンが生成しｐHを上昇させると考えられるが、7日目までは pHに顕著な
影響をもたらしていなかった。したがって、7 日目における pH 増加は SMS 添
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加に由来する pH増加ではないと考えられる。 
以上の結果から、A. platensis に対する SMSの増殖促進作用は SMS 添加量 5 g 
L-1で最も効果的であることが確認され、ｐH の上昇は増殖促進の要因ではなく
結果であることが示唆された。 
 
図 5.3.1.1. A.platensis NIES-39株の培養に対する製鋼スラグの効果（（a）増殖曲
線、（b）培養中の pH 変化（●：対照区、Δ：0.05 g L-1 SMS、□：0.5 g L-1 SMS、
○：5 g L-1 SMS）） 
 
5.3.2. スピルリナの代謝物解析 
図 5.3.2.1は A. platensis の色素含有量[(a) chlorophyll a, (b) phycocyanin] の変化
を示している。色素含有量は 7 日目まで顕著な変化を示さなかったが、培養 15
日目では、0.5 または 5 g L-1 SMS 添加区で対照区より高い数値を示した。ただ
し、分散分析による検定では、必ずしも有意差は得られなかった。さらに、培養
28日目になると、試験区の色素含有量は対照区と比較して、SMS 濃度依存的に
減少した。Ismaiel らはクロロフィル a に対して pH 8.5、フィコシアニンに対し
ては pH 9.0 で最大の色素含有量を報告した 8)。 この報告に基づくと、色素含有
量の減少は pH依存性が理由の一つである。しかしながら、初期 pH は対照区と
ほぼ同じであった。一方、Fe 欠乏による色素含有量の減少は、別種のシアノバ
クテリアである Aphanocapsa でも報告された 9)。鉄濃度に関する考察は、5.3.3節
の ICP による Feイオンの測定によって検討することにした。 
図 5.3.2.1 (c)に示すように、21日目の総タンパク質含有量は、5 g L-1 SMS 添加
で高い数値を示したが、分散分析によって有意な差は認められなかった。
Boussiba らは窒素源欠乏時の増殖において、C-Phycocyanin の濃度が減少したこ
とを報告している 10)。C-Phycocyanin が分解している際には、タンパク質濃度に
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変化がないことも報告している。この報告に基づくと、28 日目におけるフィコ
シアニンが分解はプロテアーゼ活性上昇による分解であったと考えられる。プ
ロテアーゼ活性の上昇は、窒素源の枯渇によって引き起こされることから、SMS
濃度依存的なフィコシアニンの減少は、SMS の添加による増殖促進を支持して
いた。一方で、Boussibaらは、クロロフィルの濃度は減少しないことを報告して
いる 10)。クロロフィルの活性中心金属は Mg であるため、図 5.3.2.1(a)で示され
た 28 日目でのクロロフィル a の減少は、培地中の Mg 濃度の減少が原因の一つ
と考えられた。そこで、5.3.3 節の ICP による Mg イオンの測定によって検討す
ることにした。 
 
 
図 5.3.2.1. A. platensis NIES-39株の代謝物に対する製鋼スラグの影響（（a）クロ
ロフィル a、（b）フィコシアニン、（c）培養 21 日目のタンパク質含有率、（●：
対照区、Δ：0.05 g L-1 SMS、□：0.5 g L-1 SMS、○：5 g L-1 SMS））  
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5.3.3. 培地中への製鋼スラグからの金属溶出 
SMS から SOT 培地中への金属の溶出は、SMS の添加後に培地成分を ICP 発
光分光分析法(ICP-AES)を用いて定量分析することによって行った。図 5.3.3.1に
は、（a）藻類細胞の存在下と（b）不在下で測定した SOT培地中に溶解している
元素（Ca、Mg、Fe）の濃度を示している。細胞不在下において、0 日目に SMS
からの Ca、Mg、および Feの溶出は明らかであった。Ismaiel らは、SOT培地よ
りも高い鉄濃度によって、スピルリナが増殖促進されることを報告している 8)。
本研究において、初期の鉄濃度は SMS 5g L-1添加区が最も高く、Ismaiel らが報
告した至適 Fe濃度に最も近かった。したがって、スピルリナは、SMS 由来の鉄
によって増殖促進したと考えられる。細胞不在下では CaとMgの濃度は初期に
減少を示し、その後安定化した。 
細胞存在下では、0日目でも Ca、Mg、および Feの溶解している濃度は細胞不
在下に比べて低かった。 さらに、時間経過に伴って Ca、Mg,、および Feの溶液
濃度は減少したが、それぞれの元素で異なる減少傾向を示した。Ca の培地中の
濃度は不安定的に増減していた。SMS からの溶出と培地中における沈殿作用が
混在して進行したためと考えられる。Mg の溶液濃度は、全ての試験区で 20 日
目以降にほとんど 0 になるまで急激に減少した。したがって、5.3.2 で述べた代
謝物の結果は、Mg濃度の減少が、28日目のクロロフィル濃度を減少させた原因
であったと考えていたが、培地中の Mg 濃度に、SMS 濃度依存性が確認できな
かったため、別の要因が存在することも示している。Fe濃度の変化は、SMS 濃
度依存的に添加量の多い試験区でより急速な減少傾向を示した。また、SMS 無
添加の対照区における培地中の鉄濃度の減少はもっとも遅く、15 日目以降に急
激な減少を示した。しかしながら、SMS濃度依存的にFe濃度は減少していたが、
図 5.3.2.1（b）の 15 日目のフィコシアニン濃度は対照区と同等であった。したが
って、図 5.3.2.1(b)に示した 15日を過ぎた後のフィコシアニンの急激な濃度減少
は鉄濃度依存的な減少ではなく、Boussiba らの結果 10)に基づくと、スピルリナ
の培養経過に伴う窒素源減少によって引き起こされたと考えられた。 
SOT培地に含まれる元素と SMSに含まれる元素および溶出が懸念される重金
属について、ICP によって測定した。培地中の Mn、Mo、Co、Cu、Fe、Zn、Na、
K、Ca、Mg、B、P、Cr、Cd、Al、Ni の経時変化は図 S.13 と図 S.14 に示した。
毒性が報告されている重金属：Cu、Cr、Cd の培地中の濃度は、細胞を培養した
場合には、それぞれ最大で約 0.056、0.023、0.011 mg L-1以下であった。環境省が
定める環境規制値の許容限度は Cu 3 mg L-1、Cr(VI) 0.5 mg L-1、Cd 0.03 mg L-1で
ある 11)。したがって、SMS の施用による重金属溶出は許容限度以下であること
がわかった。本研究において、SMS から重金属成分の溶出は、Crのみ顕著に確
認された。しかしながら、SOT 培地中には既に、Cr だけでなく Cd が微量に混
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入していた。試薬中の不純物成分や、蒸留水の精製で除去できなかった成分に由
来するものと考えられるが、スピルリナ細胞影響を及ぼす濃度ではないと考え
られる。Chojnacka らはスピルリナが Cr3+、Cd2+、Cu2+の効率的なバイオ吸着剤
であることを報告している 12)。一方、本研究では、スピルリナ細胞による顕著
な重金属イオンの吸着は観察されなかったため、培地中のこれらの重金属イオ
ン類は、増殖促進だけでなく、増殖抑制にも影響を及ぼさない濃度であったと考
えられる。 
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図 5.3.3.1. SOT培地に対する製鋼スラグからの元素溶出（a）A. platensis NIES-
39株を培養したときの挙動（a-1：Ca、a-2：Mg、a-： Fe）と（b）A. platensis NIES-
39株を培養しないときの挙動（b-1：Ca、b-2：Mg、b-3：Fe）（●：対照区、Δ：
0.05 g L-1 SMS、□：0.5 g L-1 SMS、○：5 g L-1 SMS）  
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5.3.4 製鋼スラグからの金属溶出に対する溶解度図の適用 
溶解度図は微細藻類の培養中の金属化合物種の動態や生物学的利用能を理解
するための有用な手段である。図 5.3.4.1は A. platensis 培養時の Ca, Mg, および
Fe の溶解度図を示している。培養期間中に溶解した金属濃度と pH との相関関
係をそれぞれの溶解度図にプロットした。Caは、培養期間中、SOT 培地に対し
て SMS から溶出した後、炭酸塩として沈殿する。一方、Feは、水酸化物として
沈殿することを示している。Fe は、観察した三つの元素のうち最も濃度の減少
が大きいため、A. platensis の増殖を調整している主要な元素であると考えられ
る。Mgは、水酸化物として沈殿する相には達していなかったが、濃度の減少傾
向を示した。その要因として、培地中の成分は安定していないことが挙げられる。
細胞表面の局所環境下では、pHや培地成分は経時的に変化し続けており、細胞
表面で生成した難溶性沈殿はフィルター濾過によって除去される。一方、得られ
た pHや元素成分は細胞除去後の平衡状態を測定している。細胞だけ濾過されれ
ば、平衡状態における Mgイオンのデータを得られるものの、難溶性沈殿も除去
されことによって生じる差が溶解度図上へのプロット時に現れると考えられる。 
要因は測定対象だけでなく、プロットする溶解度図にもある。溶解度積は以下
の式から求められる。 
 
∆G° = −RTln𝐾𝑠𝑝 
 
ここで、R は気体定数、Tは温度、Kspは溶解度積である。ΔG○は標準ギブスエネ
ルギー変化であり、平衡状態の系における値である。すなわち、細胞表面と細胞
から離れた水中では、見かけ上のギブスエネルギー変化が異なる。これによって、
上記の要因と合わさり、緩やかな曲線を描きながら沈殿するはずのない領域で
減少したと考えられる。 
また、別の考察として、さらに溶解度積の小さい平衡曲線の存在が考えられる。
pH 依存的な平衡曲線は MgCO3 の標準化学ポテンシャルを用いて算出したのに
対して、pHに依存しない平衡曲線はMgCO3・H2Oの溶解度積から算出した。し
たがって、MgCO3の平衡曲線が MgCO3・H2O より低い場合には、pH 依存的な
平衡曲線に沿って沈殿挙動を示すと考えられる。また、塩基性炭酸マグネシウム
（mMgCO3・Mg(OH)2・nH2O）の平衡曲線についても考慮する必要があるかもし
れない。いずれにしても、溶解度積を測定する環境と培地および細胞培養中の環
境は大きく異なるため、溶解度図を適用する際には注意を要することも明らか
となった。今後、これらの問題は、新たな平衡曲線の導入や、細胞培養中の影響
を考慮した準平衡曲線の導入によって解決されると考えられる。本研究では Mg
の培地中の挙動は全ての試験区で大きな違いが得られなかったため、深く検討
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する必要が無いと考えた。 
 
図 5.3.4.1. A. platensis NIES-39株の培養に対して適用した各元素の溶解度図（（a）
Ca、（b）Mg、（c）Fe、●：対照区、Δ：0.05 g L-1 SMS、□：0.5 g L-1 SMS、○：5 g 
L-1 SMS） 
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5.3.5 Feによる酸化ストレスとスピルリナの応答 
SMS から溶出した Fe の A. platensis の増殖メカニズムへの関与を理解するた
めに、SMS からの金属溶出による酸化ストレスに対する生物的応答を検討した。
図 5.3.5.1は SMS 暴露 21日目における A. platensis の SOD活性値を示している。
SMS 添加 5 g L-1の試験区では、それ以外の場合と比較して、Fe濃度が顕著に低
下していたこと (図 5.3.4.1) に対応して、SOD 活性値も顕著に減少していた。
Ismaiel らは、SOD アイソフォーム分析によって、鉄のストレスに応答して
A.platensis が鉄含有 SOD アイソフォーム（FeSOD）のみを調節したと結論付け
ており、スピルリナの SOD活性は鉄濃度依存的であると報告している 13)。した
がって、本研究の SOD 活性測定の結果（図 5.3.5.1）は、この報告に基づくと、
21日目に最も低い鉄濃度を示した SMS 5 g L-1添加区において、SOD活性値が低
下したと考えられる。また、A. platensis のカタラーゼ（CAT）やペルオキシダー
ゼ（POD）、およびスーパーオキシドジスムターゼ（SOD）のような抗酸化に関
与する酵素活性は、pHに依存することが知られている。例えば Ismaiel らは、そ
れぞれ最適 pHが 9（CAT）、10（SOD）、10.5（POD）と報告した 8)。A. platensis
の抗酸化能力は、おそらく培養期間中の pHの上昇によって減少したと考えられ
る。抗酸化能力の欠如に起因する活性酸素種は、SMS から溶出した Feイオンと
反応し、Fe 濃度および化学種の変化をもたらすと考えられる。したがって、図 
5.4.1 に示すように、A. platensis の増殖、Fe 化学種の変化、および pH の変化と
の相関関係を包括的に理解するために仮説的な枠組みが提案できる。 
 
 
図 5.3.5.1. A. platensis NIES-39株の培養 21 日目におけるスーパーオキシドジス
ムターゼ（SOD）活性への製鋼スラグの影響 
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図 5.4.1. A. platensis応答の概略図（（a）：対照区、（b）：製鋼スラグ） 
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まず、対照区の場合、抗酸化に関連する POD、CAT、および SODの酵素活性
は、培養中の pHの上昇に対応して順に減少する 8)。その後、不十分な抗酸化酵
素能により、細胞から培地中に過酸化水素が漏出する。過酸化水素と SMS から
溶出した鉄イオンとでフェントン反応が起こり、水酸化物イオンと細胞を損傷
させるヒドロキシルラジカルを生成させる 14)。最後に、水酸化物イオンが第一
鉄と反応して水酸化鉄として沈殿する。この仮説は、培養 21日目の最大の増殖
量と Fe欠乏（図 5.3.3.1）という実験結果をよく説明している。 
次に、SMS添加 5 g L-1の場合、SMSから CaOが溶出することによって Ca(OH)2
が生成する。生成した Ca(OH)2 は、培地中の溶存二酸化炭素と反応して CaCO3
を形成する。このとき生成した水酸化物イオンが鉄と反応することによって、0
日目以降の鉄減少を引き起こしたと考えられる。21日目には有意に Fe濃度が減
少しており、これに伴い SOD活性の減少も引き起こされたと考えられる。培養
の経過に伴い、抗酸化に関連する POD、CAT、および SODの酵素活性は、培養
中の pH の上昇に対応して順に減少するはずであるが、対照区よりも SOD 活性
が低いので、PODや CATの活性が減少しても細胞外へ過酸化水素を漏出するに
至らなかったと考えられる。一方で、光は受動的に受けているため、光合成は対
照区と同様に行われている。Marquez らは、A. platensis に対して、培地中の溶存
酸素の増加によってクロロフィルが減少することを報告した 15)。したがって、
SMS 添加 5 g L-1の場合の培養後期では、光合成によって発生するスーパーオキ
シドが、活性の低下した SODによって処理されていないことが考えられる。こ
のスーパーオキシドはクロロフィルを刺激すると考えられ、クロロフィルの分
解または光損傷後のクロロフィルの修復が行われないと考えられる。これによ
り、色素定量において、SMS 濃度依存的にクロロフィルが減少する結果が得ら
れたと考えられる。このように、対照区の培地中の Fe減少や、SMS 由来の CaO
の反応を初めとする Fe濃度の減少のメカニズムは、溶解度図の適用と抗酸化酵
素活性の照合によって明らかにすることができた。この仮説は対照区と SMS 添
加 5 g L-1の試験区によって得られた実験結果をよく説明している。したがって、
溶解度図の適用は、水環境中の微細藻類の増殖調節機構の理解に寄与すると考
えられる。 
 
5.4 結論 
本研究において、微細藻類 A. platensis の増殖促進効果が SMS 添加量 5 g L-1で
確認された。一方、A. platensis の色素やタンパク質含有量などの代謝物は増殖促
進された期間に SMSによって顕著な影響を受けなかった。増殖が抑制された期
間に、SMS 濃度依存的なフィコシアニンの減少が確認されたが、これは SMS に
よる増殖促進結果を支持していた。細胞を培養しない場合に、0 日目に SMS 濃
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度依存的な Fe濃度の増加を確認した。この鉄の増加が増殖を促進した要因の一
つと考えられる。溶解度図の適用によって、培地中の化学種の動態を把握するこ
とができた。細胞の増殖に対し、細胞内の抗酸化酵素である SODの活性と溶解
度図にプロットした元素の結果を照合することで培養後期における酸化メカニ
ズムを明らかにすることができた。 
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第6章 総括 
6.1 研究成果の概要 
第1章では、二酸化炭素濃度上昇に起因する地球温暖化や化石燃料の枯渇およ
び食糧問題を背景に、微細藻類が近年注目を浴びる理由について解説した。特に、
本研究で対象とする、ボトリオコッカスとスピルリナの特徴について触れ、これ
らの微細藻類を増殖させ、それぞれの有用な代謝物を増産させることに対する
本研究の新規性と意義を述べた。次に、微細藻類の有効利用に向けた課題として、
培養工程の生産性向上を挙げ、その実現に向けた大量培養の方法論について述
べた。なかでも、従来から微細藻類への増殖促進効果が報告されている鉄鋼スラ
グに注目し、それに関する研究動向を概説した。 
一方、既往の研究では、鉄鋼スラグに含まれる成分の何が増殖促進に寄与して
いるかが明らかにされていないことを挙げた。この解決方法として、微細藻類の
増殖とスラグ成分の溶出を別個に検討せず、同時に追跡する方法が必要である。
そこで私は溶解度図がこの解決策になり得ると考えた。溶解度図とは元素濃度
と pHの関係を表した図であり、元素濃度と水中の pH状態によってイオン状態
や錯体、固体の形成を知ることができる。そこで、微細藻スピルリナとボトリオ
コッカス培養時の培地中の各元素成分の溶解度図を作成し、SMS による微細藻
類の増殖および代謝とその関連酵素の働きを SMSからの元素溶出挙動と照合し、
SMS の作用機序を解明することを目的とした。 
第 2 章では、炭化水素を生産する淡水性微細藻である Botryococcus braunii 
NIES-2199（ボトリオコッカス）に対する SMS および高炉スラグ（BFS）添加の
効果について検討を行なった。まず、SMS はボトリオコッカスに対して濃度依
存的に増殖促進効果を示した。また、脂質も SMS の濃度依存的に増産された。
SMS の添加により増殖促進のみならず脂質生産も亢進することは本研究が初め
ての報告となる。さらに、クロロフィル a濃度も SMS 濃度依存的に上昇してお
り、クロロフィル a/b 比の増加が増殖促進に寄与していることを示唆する結果を
得た。ところで、SMS の添加は、培地の pH を上昇させたため、SMS 添加区の
溶存二酸化炭素濃度が、対照区の 10 倍に増加したと示唆された。そのために、
光合成が促進されたとも考えられた。SMS から溶出した成分とりわけ鉄が増殖
に寄与したのかどうか、溶解度図を作成しても判然としないため、次章で鉄の溶
出による影響を検証することにした。 
第 3章では SMS からの鉄の溶出の影響を検証するため、培地から鉄および窒
素源を欠乏させた条件下でボトリオコッカスの培養を行なった。窒素欠乏条件
を適用することにより、SMS 施肥の効果が顕著に確認された。鉄欠乏条件にお
いて、SMS から溶出した鉄は、クロロフィルの蓄積に効果を示すことが明らか
になった。また、SMS 添加によって、代謝物の組成が変化し得る可能性を示唆
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する結果が得られた。増殖しながら脂質を蓄積するボトリオコッカスの特性を
考慮すると、脂質生産のテーラーメイド化につながる興味深い結果といえる。 
これまで SMS に関しては海水や淡水といった pH 中性付近でのみ検討されて
きた。そこで第 4 章では、アルカリ環境で生息するスピルリナ(Arthrospira 
platensis M135）に対して、検討を行なった。スピルリナに対しても、SMS の濃
度依存的に増殖促進効果を示すことを確認した。ここで、SMS からの金属溶出
による酸化ストレスに対する生物応答として、抗酸化酵素スーパーオキシドジ
スムターゼ（SOD）の活性を測定した。SOD 活性からも、スピルリナの増殖に
対する効果因子は SMS から溶出した鉄と考えられた。そこで、溶解度図を作成
し、スピルリナの生物応答を SMS の溶出挙動と照合し、SMS の作用機序の理解
を試みた。 
第 5章ではスピルリナの同異種株（Arthrospila platensis NIES-39）というスピ
ルリナの同種異株に対する SMS の影響を検討したところ、やはり SMS による
増殖促進効果が得られた。培地成分の ICP 測定により、培養期間中の元素濃度
変化を追跡した。pH 測定結果との組み合わせにより、各成分の溶解度図を作成
することで各培養日における培地の各元素成分を把握することが可能となった。
SMS から溶出する元素のうち、特に Feが微細藻の増殖に影響を与えることが明
らかとなった。実験区で最も高い SMS 添加濃度 5g L-1において、最大の増殖促
進が認められ、細胞を加えない場合には 5g L-1 で最も鉄が溶出していたことか
ら、培養開始時に溶解している鉄を取り込むことにより、増殖促進効果を示した
と考えられる。一方で、溶解度図から、培地中の鉄イオンは水酸化物を形成し沈
殿することが示唆された。SMS からの Ca の溶出に起因する水酸化鉄の形成と
考えられる。その裏付けとして、SMS 添加濃度 5g L-1の場合に、培養後期の SOD
活性の有意な減少が認められた。スピルリナの SOD活性は鉄濃度に依存的であ
るため、溶解度図の示唆する鉄イオンの減少を実験的に支持しており、微細藻類
の増殖挙動の理解に溶解度図を適用することの妥当性を示す結果である。 
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6.2研究成果の意義 
 本研究では、鉄鋼生産の副産物である SMSを用いて微細藻類の増殖促進を
検討した結果、有用物質生産藻類で知られるボトリオコッカスとスピルリナに
対してその促進効果を確認した。ボトリオコッカスに対しては BFS の添加も増
殖促進に寄与することを明らかにした。培地中の窒素源や鉄欠乏条件下でも、
SMS を加えて増殖促進することを明らかにした。クロロフィル蓄積の結果か
ら、SMS から溶出する鉄が影響を及ぼす因子であることが明らかとなった。 
SMS 処理における欠点でもあった Ca溶出に伴う pH増加による影響は、アル
カリ環境で生息する微細藻類に対しては憂慮する問題ではなかった。アルカリ
環境下においても、培養 0 日目には、各成分の溶出が確認されており、SMS 施
肥の適用領域を、pH 中性からアルカリ域にまで拡充できることを示した。増殖
に伴う pH 増加や化学種変化が観察された。SMS 施用による微細藻類の増殖促
進を理解するためには、細胞の増殖と SMSの添加による培地中の成分変化を同
時に検討する必要がある。増殖に伴う培地の pH変化と成分の態様を単一の図面
上で把握できる溶解度図適用の有効性を示すことができた。 
 
6.3 今後の課題と展望 
今後は、SMS による増殖促進効果について、ヘマトコッカスやドナリエラ、
ユーグレナといった他の微細藻類に対して検証することが必要と考えられる。
ヘマトコッカスは、単細胞性の緑藻であり、栄養欠乏および強光にさらされると
シスト化し、カロテノイドの一種であるアスタキサンチンを脂肪酸エステルの
形で多量に蓄積する。そのため健康食品や化粧品用途でのアスタキサンチン供
給源として商業的な大量培養が行われている 1)。ヘマトコッカスは、三価の鉄イ
オンによってアスタキサンチン生産が誘導されること、さらに、水酸化鉄の添加
によって増殖促進することが報告されている 2)。鉄鋼スラグから溶出した鉄は三
価のコロイド鉄として存在することが報告されている 3)。製鋼スラグの施用がヘ
マトコッカスの細胞増産やアスタキサンチン蓄積に寄与すると考えられる。ま
た、ドナリエラは、食用としては β-カロテンを主とするカロテノイドを多量に
生合成する株が知られている 4)。ドナリエラは、P や Mo、Mn、Co の欠乏より
も、鉄の欠乏のほうが増殖阻害に対する影響が大きいことが報告されているた
め 5)、SMS 施肥による鉄供給が増殖促進に有効と考えられる。さらに、ユーグレ
ナは、水や栄養塩、太陽光と二酸化炭素だけで、必須アミノ酸や必須脂肪酸、ビ
タミン、ミネラルなど人間に必要な栄養素のほぼすべてを作り出せるという特
色をもつ 6)。また嫌気・暗条件下で細胞質中に総脂質量の 60%超のワックスエス
テルを蓄積することが知られており、バイオ燃料生産の微生物資源として注目
を集めている 7)。ユーグレナは低 pH環境で生育することができる微細藻であり、
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低 pH環境で生息できる微細藻であるが、今後、低 pH環境における鉄鋼スラグ
の溶出挙動とユーグレナの増殖との関連についての検討が必要な状況にある。 
一方、嵐田らは Fe2O3多孔質体によるユーグレナの増殖促進を特許で主張して
いる 8)。二価の水酸化鉄は酸素存在下でゲーサイト(α-FeOOH)などの鉱物を生成
する。ゲーサイトがユーグレナの増殖促進に寄与するかは定かではないが、ボト
リオコッカスに対して予備的に検討したところ増殖促進効果が得られた（図 
S.15）。さらに、ゲーサイトを加熱脱水することでヘマタイト（Fe2O3）を得るこ
とができる。SMS は二価の鉄を溶出すると考えられるが、Fe(OH)2を生成した後、
培地中の酸素によって FeOOHが生成する。したがって、SMS 施用による二価鉄
の一次利用と、施用後に生成したゲーサイトの二次利用が考えられ、加熱脱水処
理して産生するヘマタイトは三次利用用途として考えられる。このように、未利
用資源である SMS の繰り返し利用は、微細藻類の大量培養に対して、大きな効
果をもたらすと考えられる。 
本研究では鉄鋼スラグについて検討したが、スラグの代替となる増殖促進物
質の探索も今後の課題である。候補として、例えば、リモナイト（褐鉄鉱）や温
泉排液、焼却灰などが挙げられる。リモナイトは鉄を多く含んでおり、その化学
種はゲーサイト（α-FeOOH）やレピドクロサイト（γ-FeOOH）を含む鉱物である。
既に述べたように、ゲーサイトはボトリオコッカスを増殖促進させる。したがっ
て、リモナイトは天然の増殖促進剤として期待できる。また、温泉排液は、規制
の対象でもあるが、地域によっては鉄を含むものもあり、鉄の供給源の一つと考
えることができる。このように、微細藻類の増殖促進と有効な成分を高濃度に含
む未利用資源の発掘が期待される。 
 
6.4 参考文献 
1) 佐藤朗（2012） ８ヘマトコッカス.  渡邉信（監修） 藻類ハンドブック. NTS. 
東京. pp. 513． 
2) Cai M, Li Zhe, Qi A (2009) Effects of iron electrovalence and species on growth and 
astaxanthin production of Haematococcus pluvialis. Chinese J Oceanol Limnol 27: 
370-375. 
3) Yamamoto T, Osawa K, Asaoka S, Madinabeitia I, Liao LM, Hirata S (2016) 
Enhancement of Marine Phytoplankton Growth by Steel-making Slag as a Promising 
Component for the Development of Algal Biofuels. ISIJ International 56:708-713. 
4) 竹中裕行, 山口裕司（2012）６ドナリエラ. 渡邉信（監修） 藻類ハンドブッ
ク. NTS. 東京. pp. 664． 
5) Chen M, Tang H, Ma H, Holland TC, Ng KYS, Salley SO (2011) Effect of nutrients 
on growth and lipid accumulation in the green algae Dunaliella 
  
80 
 
tertiolecta. Bioresource Technol 102: 1649-1655. 
6) 中野長久（2012） 7ユーグレナ. 渡邉信（監修） 藻類ハンドブック. NTS. 東
京. pp. 670． 
7) 田辺雄彦（2012）４Euglena. 渡邉信（監修） 藻類ハンドブック. NTS. 東京. 
pp. 513． 
8) 嵐田亮, 丸川祐佳 , 武田誠也, 青木信雄, 上田巌, 加藤宏明. ユーグレナの
培養方法及びその培養液. 特開 2015-144570 号. 2015-08-13. 
 
  
  
81 
 
成果発表一覧 
公表論文 
Nogami, R., Tam, L.T., Anh, H.T.L., Quynh, H.T.H., Thom, L.T., Nhat, P.V., Thu, N.T.H., 
Hong, D.D., Wakisaka, M. Growth promotion effect of steelmaking slag on Spirulina 
platensis. Journal of Physics: Conference Series. Vol. 704. No. 1. IOP Publishing, 2016. 
 
Reijiro Nogami, Haruo Nishida, Dang Diem Hong, Minato Wakisaka. Growth promotion 
of Spirulina by Steelmaking slag: Application of Solubility diagram to understand its 
mechanism. Applied Microbiology and Biotechnology Express, 6: 96 (2016). 
 
特許出願 
発明の名称：  酸素発生型光合成を行う生物の増殖促進方法 
発明者：    木寺啓二・谷口史樹・東島敦弘・中利明・福留裕文・脇坂港・
野上礼次郎 
国際出願番号： PCT/JP2016/05804 
基礎出願：   特願 2016-006440 
 
研究発表 
口頭発表 
野上礼次郎, 脇坂港. アルギン酸オリゴマーの添加によるユーグレナの増殖促
進, 第 16回マリンバイオテクノロジー学会大会, 2014年 6月 
 
Reijiro Nogami, Minato Wakisaka. Promoting Growth of Euglena by adding the alginate 
oligosaccharides, 2nd International Symposium on Applied Engineering and Sciennces 
(SAES2014), December 2014 (Japan). 
 
Reijiro Nogami, Minato Wakisaka. Growth stimulation of Botryococcus by steelmaking 
slag, India-Japan Expert Group Meeting on Biomolecular Electronics & Organic 
Nanotechnology for Environment Preservation (IJEGMBE), December 2015 (Japan). 
 
Reijiro Nogami, Haruo Nishida, Dang Diem Hong, Minato Wakisaka. Enhancement of 
Microalgae Growth and Accumulation of High-Value Products: Effect of Chemical 
Substances Addition. JCREN2016, December 2016 (Malaysia). 
 
野上礼次郎, 牛嶋圭, 西田治男, 脇坂港. 鉄鋼スラグによるボトリオコッカスの
増殖促進と脂質生産性の向上. 化学工学会第 82年会（2017年 3月発表予定） 
  
82 
 
 
野上礼次郎, 西田治男, Dang Diem Hong, 脇坂港. アルギン酸オリゴマーによる
スピルリナの増殖促進. 化学工学会第 82年会（2017年 3月発表予定） 
 
ポスター発表 
野上礼次郎, 脇坂港. ユーグレナ培養における製鋼スラグの有効利用と細胞増
産. 第 16回マリンバイオテクノロジー学会大会, 2014年 6月 
 
野上礼次郎, 脇坂港. アルギン酸オリゴマーの添加によるボトリオコッカスの
増殖促進. 生態工学会 2014年次会, 2014年 6月 
 
野上礼次郎, 脇坂港. アルギン酸オリゴマーの添加によるスピルリナの増殖促
進. 第 17回マリンバイオテクノロジー学会大会, 2015年 5月 
 
野上礼次郎, 脇坂港. スピルリナに対するアルギン酸オリゴマーの影響. 第 52
回化学関連支部合同九州大会, 2015年 6月 
 
野上礼次郎, 牛嶋圭, 脇坂港. ボトリオコッカスの細胞増産と脂質蓄積-製鋼ス
ラグの利活用-. 微細藻類バイオマスシンポジウム, 2015年 9月 
 
野上礼次郎, 脇坂港. 溶解度図は微細藻類の振る舞いを理解するツールとなる
か？. 生態工学会 2016 年次会, 2016年 6月 
 
野上礼次郎, 脇坂港. 窒素源欠乏下のボトリオコッカス培養における製鋼スラ
グの影響. 第 53回化学関連支部合同九州大会, 2016年 7月 
 
野上礼次郎, 脇坂港. 製鋼スラグによるスピルリナの増殖促進と SOT 培地中の
スラグ溶出挙動. 第 53回化学関連支部合同九州大会, 2016年 7月 
 
野上礼次郎, 牛嶋圭, 西田治男, Dang Diem Hong, 脇坂港. 鉄鋼スラグによる微
細藻類の増殖促進効果に対する溶解度図を用いた作用機序の解明. 化学工学会
第 82年会（2017年 3月発表予定） 
 
  
  
83 
 
謝辞 
本研究を行うにあたり、終始懇切丁寧な御指導、ご鞭撻頂きました、九州工業
大学大学院生命体工学研究科の西田治男教授、脇坂港准教授、安藤義人准教授と
附木貴行研究員に感謝の意を表します。また、ベトナムへの研究留学や論文作成
でご助力を賜った Vietnam Academy of Science and Technologyの Dang Diem Hong
准教授、本研究に必要な製鋼スラグを譲ってくださった日出町役場農林水産課
上城義信氏、高炉スラグを譲ってくださった元九州工業大学教授篠崎信也博士
に感謝致します。本研究の立ち上げにおいてご助力いただいたMr. Bui Dinh Lam、
共同研究の際にお世話になった Ms. Luu Thi Tam、Ms. Hoang Thi Lan Anh、Ms. 
Hoang Thi Huong Quynh、Ms. Le Thi Thom、Mr. Pham Van Nhat、Ms. Ngo Thi Hoai 
Thu、本研究室の牛嶋圭および皆様に感謝致します。 
 
 
  
  
84 
 
補足資料 
 
 
図 S.1. 蒸留水に 1分間浸漬したときの製鋼スラグの直径と pH の関係性 
 
 
 
図 S.2. 蒸留水に 1分間浸漬したときの高炉スラグの直径と pH の関係性 
 
 
6
6.1
6.2
6.3
6.4
6.5
6.6
6.7
6.8
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5
p
H
Average diameter (mm)
5
5.5
6
6.5
7
7.5
8
8.5
9
9.5
10
0 1 2 3 4 5 6 7
p
H
Average diameter (mm)
  
85 
 
 
図 S.3. 各スラグで培養したときにボトリオコッカスが蓄積したクロロフィル
の a/b 比（（a）：製鋼スラグ（60日目）、（b）：高炉スラグ（80 日目）） 
 
 
 
図 S.4. 二酸化炭素の溶解度図 
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図 S.5.  ボトリオコッカス培養時のBG-11培地への製鋼スラグの成分溶出 （■：
対照区、░：0.05 g L-1 SMS、■：0.5 g L-1 SMS、□：5 g L-1 SMS） 
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図 S.6.  ボトリオコッカスを培養しない場合の BG-11培地への製鋼スラグの成
分溶出（■：対照区、░：0.05 g L-1 SMS、■：0.5 g L-1 SMS、□：5 g L-1 SMS） 
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図 S.7.  ボトリオコッカス培養時の BG-11 培地への高炉スラグの成分溶出（■：
対照区、░：0.05 g L-1 BFS、■：0.5 g L-1 BFS、□：5 g L-1 BFS） 
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図 S.8.  ボトリオコッカスを培養しない場合の BG-11培地への高炉スラグの成
分溶出（■：対照区、░：0.05 g L-1 BFS、■：0.5 g L-1 BFS、□：5 g L-1 BFS） 
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図 S.9. ボトリオコッカスの増殖に対する初期 pH制御の影響（対照区（●：pH7.5） 
と各初期 pH制御試験区（▲：pH8.5、□：pH9.5、○：pH10.5）） 
 
 
 
図 S.10. BG-11 培地の pH 変化に対する初期 pH 制御の影響 （対照区 （●：
pH7.5）と各初期 pH 制御試験区 （▲：pH8.5、□：pH9.5、○: pH10.5）） 
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図 S.11. ボトリオコッカス細胞の形態変化に対する初期 pH制御の影響 
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図 S.12. A. platensis M135株のタンパク質生産に対する製鋼スラグの効果 （■：
対照区、░：50 mg L-1 SMS、■：100 mg L-1 SMS、□：500 mg L-1 SMS、■：1,000 
mg L-1 SMS、■：10,000 mg L-1 SMS） 
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図 S.13. スピルリナ培養時の SOT 培地への製鋼スラグの成分溶出 （■：対照
区、░：0.05 g L-1 SMS、■：0.5 g L-1 SMS、□：5 g L-1 SMS） 
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図 S.14. スピルリナ細胞を培養しない場合の SOT 培地への製鋼スラグの成分
溶出 （■：対照区、░：0.05 g L-1 SMS、■：0.5 g L-1 SMS、5 g L-1 SMS） 
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図 S.15. ボトリオコッカス細胞の増殖に対する Goethiteの効果 
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